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magistrski nalogi smo želeli ugotoviti uspešnost genskega elektroprenosa z uporabo 
elektroporacije in transfekcijskega sistema K2®, kot transfekcije posredovane s 
kationskimi lipidi. Dokazali smo, da transfekcijski sistem K2® predstavlja boljšo izbiro 
za in vitro vnos plazmidne DNA v celice mišjega melanoma. V primerjavi z 
elektroporacijo je bil delež transfeciranih celic po transfekciji s transfekcijskim sistemom 
K2® večji na celicah z nižjim metastatskim potencialom B16F1, intenziteta fluorescence 
pa je bila statistično značilno višja na celicah z višjim metastatskim potencialom 
B16F10. Transfekcijski sistem K2® se je izkazal za povsem netoksično metodo. Poleg 
tega ni aktiviral citosolnega senzorja DDX60, s katerim celice zaznavajo prisotnost tuje 
DNA, kar lahko vodi v aktivacijo signalnih poti in izzove apoptozo celic. Po genskem 
elektroprenosu smo zaznali povečano izražanje citosolnega senzorja DDX60, majhen 
delež preživelih celic in razlike v učinkovitosti transfekcije glede na izbrano podvrsto 
celic. Transfekcijski sistem K2® je bil uspešnejši tudi od kontrolne metode lipofekcije.  
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AB Gene therapy is an advanced treatment approach in medicine. The process of introducing 
foreign genetic material into target cells is called transfection. Among non-viral methods, 
electroporation is a physical method in which the permeability of the cell membrane is 
increased by means of an applied external electric field, thus enabling delivery of 
molecules into the cells. Many chemical methods, such as cationic lipids are also used 
as in vitro carriers of nucleic acids. For transfection to be successful many different 
parameters need to be considered. In addition to the transfection efficiency and the 
expression level of reporter protein, cell survival and activation of the host immune 
system are also important. The aim of our study was to determine the transfection 
efficiency after gene electrotransfer by using electroporation and K2® transfection 
system as a transfection method mediated by cationic lipids. We have shown that the 
K2® transfection system represents a “better choice” for in vitro delivery of plasmid 
DNA into murine melanoma cells than electroporation. The number of transfected cells 
after transfection with K2® transfection system was statistically significantly higher for 
low metastatic potential B16F1 melanoma, while the fluorescence intensity was 
statistically significantly higher for high metastatic potential B16F10 melanoma 
compared to gene electrotransfer. In addition, K2® transfection system was completely 
nontoxic and did not activate the cytosolic sensor DDX60, which can lead to activation 
of signalling pathways and induce apoptosis. After gene electrotransfer we observed an 
increased expression of a cytosolic sensor DDX60, a decrease in cell survival, and 
differences in transfection efficiency depended on the cell line. K2® transfection system 
was also more successful than the control method lipofection.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AMEM izboljšano gojišče 
APC antigen predstavitvena celica 
AS-ODN protismiselni oligonukleotidi 
B16F1 mišja melanomska celična linija z nižjim metastatskim potencialom 
B16F10 mišja melanomska celična linija z višjim metastatskim potencialom 
BA β-aktin 
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
CMV citomegalovirusni promoter 
CT pražni cikel 
CTL citotoksični limfociti T 
DC dendritična celica 
dEPC dietil pirokarbonat 
DDX60 DexD/H-box-polipeptid 60 
DMEM gojišče brez seruma 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dsRNA/DNA dvovijačni RNA/DNA 
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina 
EGFP okrepljen zeleno fluorescirajoči protein 
EP elektroporacija 
FBS fetalni goveji serum 
FITC fluorokrom fluorescein izotiocinat 
FPI faktor povišanega izražanja 
GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 
GET genski elektroprenos 
IFN interferon 
IL12 interlevkin 12 
KL kationski lipidi 
K2 K2®-transfekcijski sistem 
LF lipofekcija z Lipofectaminom® 2000 
MFI srednja vrednost intenzitete fluorescence 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina 
miRNA mikro ribonukleinska kislina 
NK-celica naravna celica ubijalka 
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NTC vdolbinica na mikrotitrski plošči brez vzorca 
Onc onkogen 
One Way ANOVA enosmerna analiza variance 
PBS fosfatni pufer 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
pCMV citomegalovirusni promotor 
pDNA plazmidna deoksiribonukleinska kislina 
pEGFP plazmid z zapisom za okrepljen zeleno fluorescirajoči protein 
PRR receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev  
RNA ribonukleinska kislina 
rpm obratov na minuto 
SE standardna napaka 
siRNA kratka interferenčna RNA 
shRNA kratka RNA z zanko 
TAA tumor povezani antigeni 
TMO tumorsko mikrookolje 
TSA tumor specifični antigeni 
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Angiogeneza Razvoj žil uravnavan s strani tumorskih angiogenetskih faktorjev, 
nujen za razvoj malignih tumorjev. 
Apoptoza Programirana celična smrt, pri kateri pride do krčenja celic, razpada 
jedra in citoplazme v apoptotska telesca, ki se odstranijo iz tkiva in 
razgradijo v fagocitih ali v drugih celicah s fagocitno sposobnostjo. 
Citokini Topne beljakovine (glikoproteini), ki z avtokrinim, parakrinim ali 
endokrinim učinkovanjem posredujejo informacije med celicami. 
Ekspresija Zaznaven učinek gena, pri katerem se informacija, ki jo gen vsebuje, 
pokaže kot fenotipična značilnost (sin. izražanje gena). V procesu 
transkripcije se molekula DNA prepiše v mRNA-molekulo, ta pa se v 
procesu translacije prevede v proteine, ki so v celici ali na njeni 
površini. 
Elektroporacija Fizikalna metoda, pri kateri s kratkotrajnimi visokonapetostnimi 
električnimi pulzi povzročimo nastanek začasnih por v celični 




Spremembe v vzorcu izražanja genov, ki niso posledica 
spremenjenega zaporedja DNA, temveč nastajajo neposredno z 
modifikacijami histonov, remodeliranjem kromatina, uporabo 
variantnih histonov, metilacijo DNA in nekodirajočimi RNA. 
Ex vivo Zunaj živega organizma. 
Fenotip Skupek biokemično določljivih znakov, ki so rezultat genotipa 
organizma in vpliva okolja. 
Genska terapija Napredna oblika zdravljenja genetskih bolezni, ki temelji na vnosu 
terapevtskih genov v somatske celice ali tkiva organizma na mesto 
manjkajočih ali okvarjenih genov z namenom popravila, spremembe 
ali utišanja izražanja genov. 
Imunogenost Sposobnost snovi, da izzove imunski odziv. 
Incidenca raka Pojavnost raka v populaciji. 
In vitro V umetnem okolju (v epruveti, v celični ali tkivni kulturi). 
In vivo V živem organizmu. 
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Liposomi Sferične strukture ali vezikli narejeni iz fosfolipidnega dvosloja in 
hidrofilne sredice, ki vsebuje raztopino zdravilne učinkovine za vnos 
snovi v celice. 
Kancerogeneza Večstopenjski proces razvoja raka. 
Melanom Maligni tumor melanocitov v koži in drugih organih. 
Onkogeni Geni, ki povzročijo ali pa prispevajo k razvoju raka in so pogosto 
mutirani protoonkogeni. 
Plazmid Zunajkromosomska krožna molekula DNA, ki je navadno prisotna v 
bakterijah, redko tudi pri evkariontih in se lahko samostojno 
podvojuje. 
Protoonkogeni Normalni geni, ki sodelujejo pri regulaciji celičnega cikla in se z 
mutacijo lahko aktivirajo ter postanejo onkogeni. 
Transfekcija Vnašanje tujih nukleinskih kislin (DNA ali RNA-molekul) v 
evkariontske celice, čemur lahko sledi ekspresija enega ali več genov 
iz teh molekul. 
Transgen Tuji gen, ki je bil vstavljen v tarčno celico ali organizem. 
Tumor 
supresorski geni 
Geni, katerih produkti zavirajo nekontrolirane celične delitve in z 
izgubo svoje normalne funkcije prispevajo k razvoju raka. 
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Gensko zdravljenje je uporaba genov za zdravljenje bolezni (Kočevar in sod., 2010). Z 
genskim zdravljenjem želimo odpraviti genetske vzroke različnih bolezni, med njimi tudi 
rakavih, ki so med glavnimi vzroki smrti v svetu. V splošnem lahko okvarjene gene 
nadomestimo z delujočimi geni tako, da jih umestimo v prizadete celice in tkiva, kjer se z 
reguliranimi celičnimi procesi popravijo genetske okvare značilne za tumorske celice. 
Ključni cilj tega je spodbuditi terapevtski učinek, ki ga želimo doseči, tj. odpraviti obstoječe 
nepravilnosti in zagotoviti celice z novimi funkcijami (Nayerossadat in sod., 2012). Poleg 
zamenjave okvarjenih genov poznamo tudi druge načine genskega zdravljenja raka, kot sta 
antiangiogena in imunomodulatorna genska terapija, pri katerih sprožimo smrt tumorskih 
celic s ciljanjem tumorskega žilja ali z vnosom genov z imunomodulatornim delovanjem. 
 
Pravzaprav obstaja več načinov, s katerimi želimo z vnosom genskega materiala v celice 
zdraviti z genskimi spremembami povezane bolezni, kamor po enotnem soglasju uvrščamo 
tudi rakava obolenja. Na voljo so različni virusni in nevirusni načini vnosa. Med slednje 
uvrščamo uveljavljeno metodo elektroporacije kot fizikalno metodo, pri kateri z električnimi 
pulzi povzročimo povečanje prepustnosti celičnih membran in mnoge različice kationskih 
lipidnih sistemov, ki v povezavi s plazmidno DNA tvorijo lipoplekse. Primer takšnih lipidov 
sta transfekcijski sistem K2® in lipofekcija, ki sprožita preko membrane z endocitozo 
usmerjen vnos lipopleksov. V magistrskem delu so predstavljene različne nevirusne metode 
transfekcije, s katerimi smo v rakave celice vnašali plazmidno DNA. 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Vnos genskega materiala v tarčne celice za namen zdravljenja genetskih bolezni predstavlja 
novejši, naprednejši terapevtski pristop v medicini. Uporablja se na področju genske terapije 
in pri vakcinacijah. Vnos genskega materiala v celice označujemo z izrazom transfekcija. 
Genska terapija temelji na procesu vstavljanja tujega genskega materiala v gostiteljske celice 
z namenom, da obnovi celične procese in sproži nove celične odzive (Wang in sod., 2013). 
S tega vidika predstavlja specifično vrsto zdravljenja tudi rakavih obolenj. 
 
Za vnos nukleinskih kislin so v uporabi različni tipi vektorjev. Poleg virusnih vektorjev se 
čedalje bolj uveljavljajo nevirusni načini vnosa, pri katerih genski material vnašamo v celice 
s pomočjo fizikalnih ali kemijskih metod ali s pomočjo nanodelcev. Ena od uspešnih 
fizikalnih metod je metoda elektroporacije. Pri elektroporaciji celice ali tkivo izpostavimo 
zunanjemu električnemu polju, ki povzroči nastanek strukturnih sprememb v celični 
membrani. Zaradi teh postane membrana celic bolj prepustna za številne molekule, ki 
običajno ne prehajajo skozi membrano. V onkologiji se elektroporacija uporablja pri vnosu 
gole plazmidne DNA ali RNA-molekul, samostojno ali v kombinaciji s kemoterapijo ter pri 
imunoterapiji melanoma (Serša in sod., 2015). Metoda veliko obeta predvsem na področju 
genskega zdravljenja raka, cepiv proti raku in cepiv proti nalezljivim boleznim (Heller R. in 
Heller L. C., 2015). Vnos DNA posredovan z lipidi je primer kemijskega vnosa snovi v 
celice, med katerimi so najbolj raziskani kationski lipidi. 
 
Uspešen vnos genov je odvisen predvsem od učinkovitosti transfekcije tarčnih celic. Poleg 
učinkovitosti transfekcije pa je pri vseh metodah pomembno tudi preživetje celic. Genski 
elektroprenos ali genska elektrotransfekcija, ki temelji na elektroporaciji, je varna in 
učinkovita metoda vnosa DNA, vendar z nekaj stranskimi učinki. Evkariontske celice imajo 
namreč prisotne številne citosolne senzorje DNA, s katerimi zaznajo prisotnost tuje DNA 
(Desmet in Ishii, 2012; Paludan in Bowie, 2013). Nedavne študije so pokazale, da genski 
elektroprenos plazmidne DNA aktivira številne citosolne senzorje, kar sproži aktivacijo 
signalnih poti in izzove celično smrt (Žnidar in sod., 2016). Transfekcijski sistem K2®, ki ga 
je razvil industrijski partner, naj bi temeljil na zmanjšanju sposobnosti celic, da zaznajo tujo 
DNA v celici, kar vodi v bolj uspešno transfekcijo in zmanjšanje števila celične smrti. 
 
1.2 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
 
V magistrski nalogi smo primerjali različne načine vnosa genskega materiala v rakave celice 
v in vitro razmerah. Zanimalo nas je, katera metoda je pri vnosu plazmidne DNA (pDNA) v 
rakave celice bolj uspešna. V ta namen smo raziskali dve med seboj povsem različni metodi 
vnosa genov, elektroporacijo kot fizikalno metodo in transfekcijski sistem K2® kot kemijsko 
metodo, pri čemer smo predpostavljali, da bomo pri obeh metodah dosegli enako primerljive 
rezultate. Za natančno detekcijo uspešnosti transfekcije smo v rakave celice vnesli plazmid 
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pEGFP z zapisom za zeleno fluorescirajoči protein (pEGFP) in njegovo izražanje spremljali 
s fluorescenčno mikroskopijo in pretočno citometrijo. Zanimalo nas je, ali sta število 
transfeciranih celic in stopnja izražanja reporterskega proteina EGFP po transfekciji celic s 
transfekcijskim sistemom K2® primerljiva s številom transfeciranih celic in stopnjo izražanja 
reporterskega proteina EGFP po transfekciji celic z uveljavljeno metodo elektroporacije. 
Poleg tega smo želeli preveriti tudi citotoksičen učinek posamezne transfekcijske metode in 
delež preživelih celic. Z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času smo določili stopnjo 
izražanja citosolnega senzorja, ki se aktivira po zaznavi nukleinskih kislin v citosolu, kar 
lahko vodi do aktivacije signalnih poti in izzove celično smrt. Za boljši vpogled v potencial 
transfekcije, smo transfekcijski sistem K2® primerjali s kontrolno metodo lipofekcije, ki 
velja za najbolj učinkovito metodo vnosa med kemijskimi metodami in vitro. Uporabili smo 
reagent Lipofectamine® 2000. 
 




- bo uspešnost vnosa plazmidne DNA z elektroporacijo primerljiva z uspešnostjo, ki 
jo bomo dosegli s transfekcijskim sistemom K2®, 
- bosta število transfeciranih celic in stopnja izražanja reporterskega proteina po 
elektroporaciji in transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® primerljiva, 
- se bomo po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® izognili aktivaciji 
citosolnega senzorja DDX60, s katerimi celice zaznavajo prisotnost tuje DNA, 
- bo metoda elektroporacije aktivirala izbrani citosolni senzor. 
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Rak je bolezen oziroma skupina bolezni, za katere je značilna nekontrolirana rast celic v 
različnih organih, brez prave fiziološke funkcije za ta organ (Serša, 2009). Iz hitro se delečih 
celic nastaja lokalizirana, nenormalno razraščajoča masa tumorskih celic – novotvorba ali 
tumor, ki postopoma okvari delovanje primarnega organa. Bistvo bolezni sta pojav in 
nakopičenje maligno transformiranih celic, ki sta pogojeni z vrsto sprememb genetskega 
zapisa, zato velja splošno soglasje, da je rak genetska bolezen (Tannock, 2013). 
 
V procesu maligne transformacije prihaja do radikalnih sprememb na nivoju celične DNA. 
Te spremembe, ki so posledica poškodb DNA in drugih mutacij, vodijo v nekontrolirano 
proliferacijo in nastanek tumorja. Mutacije so lahko dedne ali pridobljene in nastanejo tako 
na genih, ki stimulirajo delitev celic, kot tudi na genih, ki so vpleteni v mehanizme kontrole 
podvojevanja DNA, aktivacije popravljalnih mehanizmov in proženje apoptoze (Strojan in 
Hočevar, 2018). Posledica je zmanjšana diferenciacija in povečana sposobnost neskončnih 
delitev tumorskih celic, kar izzove spremembe v okoliškem tkivu v prid rasti in invaziji 
tumorja (Tannock, 2013). Ker so tumorske celice brez kontaktne inhibicije, se ob stiku s 
sosednjimi tkivi postopoma vraščajo vanje. Zaradi invazivnih lastnosti migrirajo v oddaljene 
organe in tkiva, kjer tvorijo zasevke ali metastaze. Na osnovi tega delimo tumorje v dve večji 
skupini: benigni in maligni tumorji. Benigni tumorji so mase neoplastičnih, po večini 
neškodljivih celic, ki ne vdirajo v sosednja tkiva in redko povzročijo smrt. Večino smrtnosti 
povzročijo maligni tumorji, ki imajo metastatski potencial širjenja, so invazivni in jih zato 
uvrščamo med rakave bolezni (Weinberg, 2007). 
 
Rak se lahko pojavi v katerem koli delu telesa, v vseh starostnih skupinah. Najpogostejši je 
pri odraslih po 50. letu starosti. Onkološka epidemiologija, ki se ukvarja s preučevanjem 
razširjenosti raka v prebivalstvu v različnih časovnih obdobjih ocenjuje, da je bilo v letu 
2018 v svetu odkritih 18,1 milijonov novih primerov raka, za rakom pa je umrlo 9,6 
milijonov ljudi. Po incidenčni stopnji je najpogosteje diagnosticiran pljučni rak (The Journal 
of Gene Medicine, 2019). V Sloveniji je leta 2016 za rakom zbolelo 15072 ljudi, 6955 žensk 
in 8117 moških, umrlo pa 6247 ljudi. Najpogostejši so nemelanomski kožni rak, rak prostate, 
debelega črevesa in danke, dojke in pljuč. Pri moških je z 21 % vseh rakov na prvem mestu 
rak prostate, pri ženskah pa rak dojk in nemelanomski kožni rak, vsak po petino primerov 
vseh rakov (Rak v Sloveniji 2016, 2019). Večina rakov izhaja iz epitelijskega, avaskularnega 
tkiva, ki pokriva vse zunanje in notranje površine telesa. Te rake imenujemo karcinomi. 
Ostali niso epitelijski: sarkomi izhajajo iz mezenhimatskih celic, ki predstavljajo vezivo, 
mišičje, kostnino in maščobno tkivo; tumorji hematopoetskih in limfatičnih tkiv napadejo 
krvotvorne organe ter različne tipe krvnih in imunskih celic; nevroektodermalni tumorji pa 
izvirajo iz živčnih celic, kamor nazadnje uvrščamo tudi melanom (Weinberg, 2007). 
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2.1.1 Vzroki za nastanek raka 
 
Da se normalna celica spremeni v rakavo mora nakopičiti vrsto genetskih sprememb v 
celični DNA, ki omogočijo selekcijsko rast rakavih celic (Tannock, 2013). Do akumulacije 
molekularnih sprememb lahko pride v telesnih (sporadični rak) ali spolnih celicah (dedni 
rak). Za dedne rake je značilno, da nastanejo mnogo prej od sporadičnih. Ob upoštevanju 
kompleksnosti nastanka rakavih bolezni je jasno, da preko spolnih celic podedovane 
mutacije močno skrajšajo sam proces kancerogeneze, zato so osebe iz prizadetih družin bolj 
dovzetne za razvoj različnih vrst raka (Strojan in Hočevar, 2018). 
 
Rakava pretvorba celic je v skupni meri odvisna od delovanja mutagenih in nemutagenih 
dejavnikov, ki spodbujajo delitev celic s poškodovano DNA. Poškodbe v DNA lahko 
sprožijo spontane reakcije DNA, stranski produkti metabolitov (reaktivne zvrsti kisika in 
dušika), napake pri podvojevanju DNA in/ali okoljski mutageni. Dnevno naj bi v celici 
nastalo 105 poškodb DNA, a vsaka sprememba še ne pogojuje razvoja raka. Postopno 
kopičenje genetskih sprememb in nezmožnost popravljanja le-teh v prvotno zdravi celici 
lahko povzroči raka. Ključno je prekomerno delovanje protoonkogenov in nedelovanje 
tumor supresorskih genov. Nobenih dokazov ni za mutacije v onkogenih, ki bi bile navzoče 
v spolnih celicah, saj so takšne mutacije letalne, nasprotno pa se mutacije v spolnih celicah 
lahko kopičijo v tumor supresorskih genih, kar povzroči družinsko nagnjenost k boleznim. 
Mutacije so prisotne tudi v genih odgovornih za popravljanje poškodb DNA. Neaktivnost 
teh, t. i. popravljalnih genov povečuje stopnjo kopičenja mutacij in s tem genomsko 
nestabilnost. Vzdrževanje genetskih informacij je torej bistvenega pomena za preprečevanje 
genomske nestabilnosti in posledično kancerogeneze (Tannock, 2013). 
 
H kancerogenim dejavnikom prištevamo zunanje dejavnike in način življenja (kajenje, 
alkohol, prehrana, telesna aktivnost, izpostavljenost raznim motilcem iz okolja) in notranje 
dejavnike (dedne napake, naključne mutacije, metabolizem, hormone idr.). Od več kot 400 
opredeljenih dejavnikov tveganja, ki so za človeka kancerogeni, verjetno kancerogeni, ne-
kancerogeni in katerih kancerogenost je vprašljiva, so razne kemikalije, virusi (hepatitis B, 
humani papiloma virus, virus Epstein-Barr), sevanje (UV svetloba, ionizirajoče sevanje), 
kompleksne zmesi, proizvodni produkti (onesnaževalci zraka) in izpostavljenost kemičnim 
snovem (benzopireni, nitrozamini, heterociklični aromatski amini ter akrilamidi in 
aflatoksini iz hrane), ki so vzrok za genetske, epigenetske spremembe ter spremembe v 
mikrookolju tumorja. Poleg mutacij igra pomembno vlogo metilacija DNA (otoki CpG v 
regulatornih regijah genov), kot eden glavnih epigenetskih mehanizmov, s sicer pomembno 
vlogo pri nadzoru izražanja genov in normalni celični diferenciaciji, ter posttranslacijske 
modifikacije kromatina (acetilacija, fosforilacija histonov), ki spreminjajo vzorce izražanja 
genov brez neposrednega vpliva na zaporedje DNA (Tannock, 2013; Strojan in Hočevar, 
2018). Epigenetske spremembe prispevajo k pojavu prehodnih sprememb tumorskih celic, 
vključno s tistimi, ki posredujejo odpornost na terapijo (Tannock, 2013). Spremembe v 
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izražanju proteinov lahko sprožijo tudi znotrajcelični regulacijski mehanizmi v sistemu 
delovanja mikro RNA (miRNA; angl. micro RNA). Gre za male nekodirajoče molekule 
RNA, ki uravnavajo razgradnjo informacijske RNA (mRNA; angl. messenger RNA) in 
posttranslacijske spremembe. V primeru mutacije v miRNA ne pride do razgradnje mRNA 
tarčnega onkogena, kar poveča izražanje onkogenega proteina (Kočevar in sod., 2010). 
Udeleženost teh molekul v kancerogenezi je danes predmet številnih raziskav pri iskanju 
novih možnosti zdravljenja raka. 
 
 
Slika 1: Genetski in epigenetski mehanizmi genomske nestabilnosti (Tannock, 2013: 90). 
 
2.1.2 Kancerogeneza, vpleteni geni in tumorsko mikrookolje 
 
Kancerogeneza je kompleksen, večstopenjski proces, ki opisuje pojav in širjenje rakave 
bolezni. Pravzaprav jo lahko opišemo kot neke vrste evolucijo, ki potrebuje iniciatorje 
(mutagene dejavnike) in promotorje (nemutagene dejavnike) za razvoj novega fenotipa celic. 
Delimo jo v osnovne tri faze ali stopnje: iniciacija, promocija in progresija.  
7 
Fabjan D. Primerjava uspešnosti vnosa DNA v rakave celice z elektroporacijo in s transfekcijskim sistemom K2®. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
V fazi iniciacije se pod vplivom mutagenih dejavnikov nabirajo mutacije, ki povzročajo 
poškodbe na celični DNA. Če jih celici ne uspe popraviti, se zaradi napačnega podvojevanja 
fiksirajo v genom, kar vodi v spremenjen, običajno manj diferenciran fenotip in spremembo 
izražanja genov. V tem primeru je proces iniciacije nepovraten. Popravljalni mehanizmi 
medtem skrbijo za preusmeritev tumorskih celic v apoptozo (Tannock, 2013). 
 
V fazi promocije pride do klonske ekspanzije celic s selektivno proliferacijsko prednostjo. 
Tumorski promotorji (razne kemične snovi, hormoni idr.), ki sami po sebi niso kancerogeni, 
skrajšajo čas formacije tumorja po izpostavitvi celic iniciatorju ali prožijo kancerogenezo, 
ko je količina iniciatorja prenizka. Delovanje promotorjev povzroči, da se celice brez končne 
diferenciacije delijo, razširijo v tkivu in pridobijo dodatne mutacije. Podvojujejo se torej 
celice z mutacijami, ki so vzrok za dodatno genetsko nestabilnost (Strojan in Hočevar, 2018; 
Tannock, 2013). Iz preneoplastičnih celic se razvijejo maligne novotvorbe. 
 
Med progresijo se izražajo pridobljene lastnosti malignega fenotipa, ki postaja vse bolj 
agresiven. Predhodne benigne lezije pridobijo sposobnost invazije in tvorbe metastaz. Na 
začetku je tumorska masa še brez krvožilja, tej stopnji pravimo avaskularna faza rasti. Sledi 
preklop v vaskularno fazo, ko tumor iz obstoječega tvori novo žilje, ki mu omogoča preskrbo 
s hranilnimi snovmi, kisikom, učinkovito odstranjevanje metabolnih produktov in 
transportni sistem do drugih tkiv in organov. Na tej stopnji se kancerogeneza še ne zaključi. 
Zaradi povečane stopnje proliferacije in povečane stopnje genomske nestabilnosti sledijo 
nadaljnje mutacije in epigenetske spremembe (Strojan in Hočevar, 2018; Tannock, 2013). 
 
Disregulacija protoonkogenov, ki so prisotni v normalnih celicah, v malignih pa mutirani 
in/ali izguba funkcije tumor supresorskih genov (TSG), ki zagotavljajo kontrolo celičnih 
procesov, sta dve glavni skupini genov, ki sta povezani z razvojem raka. Prvi so med 
kancerogenezo spodbujeni k čim večji ekspresiji, drugi pa so inaktivirani (Tannock, 2013). 
 
Protoonkogeni neprestano spodbujajo celice k delitvi. Poleg stimuliranja celičnih delitev 
kodirajo proteine, ki nadzorujejo rast in diferenciacijo celic. V to skupino uvrščamo več kot 
100 različnih genov, ki nosijo zapis za rastne dejavnike, receptorje, signalne prenašalce in 
jedrne transkripcijske faktorje. Ob maligni preobrazbi celic iz protoonkogenov nastanejo 
onkogeni (Onc). Spremembe vključujejo točkovne mutacije, kromosomske translokacije in 
podvojitve, ki povečajo aktivnost protoonkogenov (angl. gain of function). Da se onkogeni 
proteini izrazijo, je dovolj mutacija samo enega od alelov protoonkogena (dominantno 
izražanje). Spremembo v promotorskih regijah lahko povzroči tudi stopnja metilacije, kar 
vodi v nenadzorovano prepisovanje in nastajanje Onc-produktov. Po drugi strani je 
delovanje Onc pod vplivom TSG, ki za razliko od teh ustavljajo proces celičnega cikla. Med 
TSG prištevamo zaviralce od ciklina odvisnih kinaz, regulatorne gene, ki so odgovorni za 
nadzor kakovosti podvojene DNA in gene, ki regulirajo apoptozo. Mutacije teh genov 
povzročajo spremembe v signalizacijskih poteh, ki se kažejo kot izguba lastne funkcije (angl. 
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loss of function). Posledično postanejo TSG neaktivni. Mutacije so lahko prisotne v delu, ki 
kodira strukturne proteine ali pa je utišanje genov posledica hipermetilacije regulatorne 
regije. Izražanje TSG je recesivno (Strojan in Hočevar, 2018). K malignemu fenotipu 
prispevajo tudi mutacije drugih genov, na primer genov, ki skrbijo za popravljanje napak ter 
regije DNA, ki kodirajo za molekule miRNA (Serša, 2009). 
 
Genetske in epigenetske spremembe zagotavljajo okolje permisivno za nadaljnje spremembe 
(Tannock, 2013). V obsežnem pogledu tako nastaja kompleksno tkivo z različnimi tipi celic, 
ki z medsebojnimi interakcijami vplivajo na izid malignosti. Poskusi, v katerih so tumorske 
celice izpostavili normalnemu okolju, so povzročili izgubo malignosti, kar dokazuje, da 
mikrookolje, v katerem se tumor razvija, neposredno vpliva na rast tumorja (Barcellos-Hof 
in sod., 2013). Imenujemo ga tumorsko mikrookolje (TMO) (Slika 2). 
 
 
Slika 2: Komponente tumorskega mikrookolja: mezenhimatske matične celice (MMC), tumorske matične 
celice (TMC) in zunajcelični matriks (EM). Ostale komponente so označene na sliki (Pattabiraman in 
Weinberg, 2014). 
 
S tumorjem sodelujejo netransformirane celice, ki sestavljajo stromo. To so fibroblasti, 
miofibroblasti, mezenhimatske matične celice, adipociti, endotelijske celice, ki izvirajo iz 
infiltriranih matičnih celic mezenhimatskega izvora in celice imunskega sistema: limfociti 
B, limfociti T, naravne celice ubijalke (NK-celice), makrofagi in nevtrofilci. Stromalne 
celice pomagajo tumorju pridobiti maligne značilnosti. Skupaj z zunajceličnim matriksom 
(EM; angl. extracellular matrix), necelično komponento iz proteinov, glikoproteinov in 
proteoglikanov, ustvarjajo okolje ugodno za rast in omogočajo progresijo – invazijo in 
metastaziranje. Epitelijske celice imajo pomembno vlogo pri angiogenezi. Adipociti z 
izločanjem rastnih dejavnikov vplivajo na rast in progresijo tumorja, prav tako tudi celice T, 
makrofagi ter spremenjen EM, ki spodbuja progresijo in angiogenezo (Pattabiraman in 
Weinberg, 2014). Za različne vrste raka je značilno svojevrstno TMO. Poleg sestave celic 
so pomembne tudi druge lastnosti, po katerih se TMO loči od normalnega okolja. Nekateri 
predeli imajo nizko količino kisika, nizek pH, nizko raven glukoze ter povišan medcelični 
tlak tekočine (Tannock, 2013).  
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2.1.3 Značilnosti malignih celic 
 
Hanahan in Weinberg (2011) sta definirala deset glavnih značilnosti, po katerih se maligno 
preobražene celice razlikujejo od ostalih celic v telesu. Najpomembnejša lastnost tumorskih 
celic je sposobnost vzdrževanja stalne proliferacije. Normalna tkiva nadzorujejo produkcijo 
in izločanje rastnih signalov, ki celici omogočijo, da razvije neke vrste »spomin«, ki definira 
določeno število celičnih delitev. Na ta način se zagotavlja homeostaza števila celic ter 
vzdržuje normalna struktura in funkcija tkiv. Za razliko od teh so tumorske celice na različne 
načine sposobne deregulirati te signale, na primer s spreminjanjem izražanja receptorjev za 
rastne dejavnike, s proizvodnjo rastnih dejavnikov kot lastnih ligandov za avtokrino 
stimuliranje proliferacije ali s spodbujanjem tvorbe rastnih dejavnikov v drugih celicah 
strome za parakrino stimuliranje proliferacije. Neodvisnost tumorskih celic od ustaljenih 
mehanizmov v celici je lahko tudi posledica spremenjene aktivacije znotrajceličnih signalnih 
poti, za kar so največkrat odgovorni Onc (proteini ras, src, raf). Poleg samozadostnosti v 
proizvodnji rastnih signalov morajo tumorske celice zaobiti mehanizme, ki nanje delujejo 
antagonistično, še posebej tiste, ki negativno regulirajo visoko stopnjo proliferacije. Na ta 
način so postale neobčutljive na zaviralce rasti in razvile sposobnost izogibanja celične 
smrti. Nedavne raziskave so pokazale, da lahko pretirano povečana signalizacija s strani Onc 
izzove indukcijo senescence in celično smrt. Tumorske celice so razvile intrinzične 
obrambne mehanizme, s katerimi izločijo takšne tipe celic. Obenem so sposobne izločanja 
angiogenih faktorjev, ki spodbujajo tvorbo lastnega žilja v procesu angiogeneze. Sprva se 
tumor prehranjuje iz okoliških žil, po angiogenem preklopu pa iz lastnih, brez katerih težko 
zraste več kot 2–3 mm. To omogoči razsoj bolezni v oddaljene organe in metastaziranje. 
Migracija in invazija sta naslednji dve lastnosti, ki ju lahko shematiziramo kot zaporedje 
diskretnih korakov. Bolezen se začne z lokalno invazijo in nadaljuje z intravazacijo ali 
vstopanjem tumorskih celic v kri in limfo. Sledi transport po obeh sistemih in pobeg v 
parenhim oddaljenih tkiv (ekstravazacija) ter oblikovanje prvih manjših zasevkov. Iz 
mikrometastatskih lezij se sčasoma razvijejo makroskopski tumorji (kolonizacija tumorja). 
Na celičnem nivoju se poveča izražanje adhezijskih molekul (N-kadherin pri karcinomih), 
kar poveča adhezijo celic na ostale celice in EM. Neomejen reproduktivni potencial je 
posledica delovanja encima telomeraze, ki dodaja ponavljajoče se sekvence telomer na 
koncu kromosomov. V večini normalno diferenciranih celicah je gen za ta encim utišan, zato 
se po kritičnem skrajšanju telomer podvojevanje DNA ustavi in celica odmre. Tumorske 
celice, v katerih se encim aktivno izraža, zagotavljajo neskončno število celičnih delitev, kar 
pripomore k temu, da tumor doseže makroskopsko velikost. 
 
Hanahan in Weinberg (2011) sta osnovnemu modelu dodala še 4 značilnosti, ki opisujejo: 
zmožnost reprogramiranja celičnega metabolizma z aerobno glikolizo, kar omogoča 
nadaljnjo rast tumorskih celic; razvoj genomske nestabilnosti, ki ustvarja naključne 
mutacije; sposobnost izogibanja imunskemu sistemu z limfociti B, T, MF in NK-celicami in 
zmožnost vzpostavitve vnetja, ki pospešuje rast tumorja, katerega sprožijo v TMO infiltrirane 
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celice prirojene in pridobljene imunosti. Omenjene lastnosti so skupne mnogim, če ne večini 




Slika 3: Značilnosti malignih celic in proti njim usmerjena tarčna zdravila (Hanahan in Weinberg, 2011: 
668). 
 
2.2 GENSKO ZDRAVLJENJE RAKA 
 
Gensko zdravljenje je naprednejša oblika zdravljenja dednih in pridobljenih genetskih 
bolezni, ki obljublja možnost specifičnega in učinkovitega zdravljenja tudi rakavih obolenj 
(rak kot genetska bolezen). Bistvo zdravljenja je znotrajcelični vnos genskega materiala v 
specifične tarčne celice in ekspresija tujih genov ali transgenov z namenom ustvariti 
terapevtski učinek, odpraviti obstoječe nepravilnosti in zagotoviti celice z novo funkcijo 
(Nayerossadat in sod., 2012). 
 
Pri zdravljenju raka to pomeni bodisi korekcijo genetske napake z neposredno genetsko 
modifikacijo tumorskih celic ali indukcijo apoptoze tarčnih tumorskih celic (Kamenšek in 
Serša, 2008). Pri popravilu ali zamenjavi okvarjenih ali inaktiviranih, običajno TSG, v celice 
vnesemo divji tip gena za protein, ki nadomesti njegovo funkcijo ali pa izkoriščamo 
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inaktivacijo Onc z uporabo protismiselne RNA ali interferenčne RNA ter ribocimov. Bolj 
kot odpravljanje napak v celičnem genotipu se uporablja novejše pristope, kjer z različnimi 
protitumorskimi terapijami sprožimo smrt tumorskih celic, na primer z imunomodulatorno 
gensko terapijo, gensko usmerjeno kemoterapijo (genska aktivacija encima, ki ob vnosu 
zdravila le-tega pretvori iz neaktivne v aktivno obliko), antiangiogeno gensko terapijo in 
onkolitičnimi virusi (Kamenšek in Serša, 2008; Kočevar in sod., 2010). Cilj vseh pristopov 
je doseči spremembe v izražanju genov. V predkliničnih raziskavah so se kot zelo učinkoviti 
izkazali naslednji primeri terapevtskih genov, ki so prešli v faze I, I/II in II kliničnih raziskav 
(Serša, 2009; Palmer in sod., 2006): 
 
- tumor supresorski gen p53 (mutiran v približno 50 % rakov). Gendicine je uspešno gensko 
zdravilo, ki vsebuje človeški divji tip gena za protein p53; 
- protismiselni oligonukleotidi in siRNA-molekule, ki s specifično vezavo na tarčno mRNA 
onkogena inhibirajo njegovo izražanje (Her-2/neu, cyclin-E, c-myc); 
- geni za interlevkine (IL-2, IL-4, IL-12), HLA-B7, MHC, ki stimulirajo protitumorski 
imunski odgovor; 
- samomorilski geni, npr. gen za timidin kinazo virusa Herpes simplex, ki v tarčnih celicah 
aktivira sistemsko vnesen ganciklovir (CGV). Aktiven GCV vpliva na inhibicijo sinteze 
DNA v delečih se celicah ter; 
- onkolitični adenovirus ONYX-015 in virus Herpes simplex G207, ki s selektivnimi 
delitvami v tumorskih celicah povzročita lizo celic, stimulirata imunski odziv in sprožita 
nastanek toksičnih produktov. 
 
2.2.1 Začetki genskega zdravljenja 
 
Prva opažanja prenosa genov segajo v sredino prejšnjega stoletja, ko so Avery, MacLeod in 
McCarty ugotovili, da se molekula DNA kot genska informacija lahko prenese iz ene 
bakterije v drugo. Ta proces so poimenovali transformacija. V začetku 60-ih let so rezultati 
študij pokazali, da prenos genov omogočajo bakteriofagi. Na podoben način so odkrili tudi, 
da se specifične genske mutacije lahko podedujejo kot posledica okužbe z virusi (Temin, 
1961). Z napredkom molekularne biologije v začetku 80-ih let so dognanja o uporabi genske 
tehnologije pričela z napovedjo novih možnosti zdravljenja bolezni (Wirth in sod., 2013). 
 
Začetki so povezani z odkritjem genov odgovornih za iniciacijo rakavih sprememb in z 
razvojem množice dostavnih sistemov za vnos terapevtskih genov. V 90-ih je Rosenbergu 
kot prvemu uspelo opraviti odobreno študijo prenosa genov na ljudeh z ex vivo modifikacijo 
tumor infiltriranih celic, ki so izražale tumor nekrozni faktor (TNF). V poskusu je dokazal 
regresijo rasti tumorja na mestu injiciranja celic. Leta 1990 je sledila prva klinična študija 
genskega zdravljenja z ex vivo prenosom gena za encim adenozin-deaminazo (ADA) v 
izolirane limfocite pri bolnikih s hudo kombinirano imunsko pomanjkljivostjo (SCID; angl. 
severe combined imunodeficiency disease) (Wirth in sod., 2013). O uspešnih rezultatih so 
kasneje poročali tudi pri bolnikih s kronično in akutno limfocitno levkemijo, možganskih 
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tumorjih in napredovalem melanomu (Amer, 2014). Kljub začetnemu uspehu se je razvoj v 
letih 1999–2002 nekoliko upočasnil zaradi smrti bolnika po zdravljenju z adenovirusnim 
vektorjem in razvoja levkemiji podobne klonalne proliferacije limfocitov (Kočevar in sod., 
2010). Danes se stališče o genski terapiji ponovno izboljšuje. V teku so številne predklinične 
in klinične raziskave za zdravljenje monogenskih (anemija srpastih celic, β-talasemija, 
cistična fibroza idr.) in poligenskih bolezni (rak, infekcijske in kardiovaskularne bolezni 
idr.). 66 % vseh raziskav poteka na raku, saj imajo trenutni pristopi omejeno učinkovitost in 
stranske učinke. Po podatkih je bilo leta 2019 v svetu v gensko terapijo vključenih 3025 
kliničnih poskusov. Od tega je bilo 2016 kliničnih študij narejenih na področju zdravljenja 
raka (The Journal of Gene Medicine, 2019). 
 
2.2.2 Pristopi in omejitve 
 
V splošnem se uporablja več osnovnih pristopov. Nedelujoče gene lahko nadomestimo z 
novimi delujočimi geni tako, da jih nespecifično umestimo v celice in tkiva, kjer se s 
pomočjo reguliranih celičnih procesov popravijo genetske okvare. Popravilo nedelujočega 
gena lahko sprožimo tudi z reverzno mutacijo ali pa nedelujoči gen zamenjamo z delujočim 
s homologno rekombinacijo. Spremembo lahko sprožimo tudi na nivoju uravnavanja genov 
(Kočevar in sod., 2010). 
 
Vnos genskega materiala v celice poteka ex vivo ali in vivo. Postopek ex vivo zajema izolacijo 
celic iz tarčnega tkiva, na primer iz kostnega mozga, namnožitev celic v celični kulturi ter 
in vitro vnos terapevtskega gena, čemu sledi presaditev tako modificiranih celic nazaj v 
tarčno tkivo bolnika. Slednji pristop omogoča možnost optimizacije transfekcije brez 
izpostavljenosti visokim količinam vektorjev. Uporablja se pri izdelavi in zdravljenju s 
cepivi za vnos modificiranih imunskih ter matičnih celic, pri čimer se izkorišča eno od 
lastnosti imunskih (monocitov, limfocitov) in izvornih celic, ki so sposobne tumorskega 
tropizma za dosego večfokalnih tumorjev in oddaljenih metastaz (Hernandez-Alcoceba in 
sod., 2016). Pri postopku in vivo gole nukleinske kisline neposredno injiciramo v tkivo, 
samostojno ali s pomočjo vektorjev (Nayerossadat in sod., 2012). 
 
Razvitih je več pristopov genskega zdravljenja raka. V osnovi jih delimo na imunološke in 
molekularne tehnike (El-Aneed, 2004; Kočevar in sod., 2010). Imunološki pristopi zajemajo 
uporabo različnih imunomodulatorjev, ki izkoriščajo imunski sistem za ubijanje tumorskih 
celic preko mehanizmov prirojene ali pridobljene imunosti. Obsežne molekularne tehnike 
pa delujejo na specifične gene s ciljem povečati ali zmanjšati njihovo izražanje (Preglednica 
1).  
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Preglednica 1: Imunološki in molekularni pristopi genskega zdravljenja raka. 
Imunološki pristopi  Glavne značilnosti in tarče Poskusi zdravljenja faze I, II; I/II 
Prenos genov za 
imunostimulatorne 
molekule 
Imunostimulativni citokini: npr. interlevkini (IL-12) 
in interferoni (npr. IFN-α), pri čemer se v telesu 
aktivirajo predvsem CTL in NK-celice. 
 
metastatski melanom, 
tumorji glave in vratu  
Celična cepiva In vitro manipulacija APC, ki so sposobne aktivne 
predstavitve tumorskih antigenov – aktivacija in 





DNA cepiva (prenos 
genov za antigenske 
molekule) 
Vnos plazmidov z antigen-kodirajočimi geni (npr. 
PSA, PAP, gp100, CEA, hsp65) – aktivna 
imunost proti tumor poveznim antigenom (TAA). 
rak prostate, rak 
debelega črevesa in 
danke, tumorji glave 
in vratu, melanom 
Molekularni pristopi  Glavne značilnosti in tarče Poskusi zdravljenja faze I, II; I/II 
Onc in TSG Protismiselni oligonukleotidi (vezava na mRNA, 
inhibicija onkogene aktivnosti preko parjenja baz), 
antigenski oligonukleotidi ali antionkogeni (vezava 
na DNA z vodikovimi vezmi). 
 
širok nabor tumorjev 
 
Samomorilski geni Gensko usmerjena encimska terapija s pretvorbo 
neaktivne substance v aktivno (toksično) obliko. 
Npr. timidinska kinaza iz virusa herpesa simpleksa, 
ki fosforilira in s tem aktivira ganciklovir ali pa 
citozin deaminaza iz Escherichie coli, ki tvori 








Onkolitični virusi Replikacijsko selektivni virusi, ki se podvojujejo 
izključno v tumorskih celicah – naravna ali umetna 








AS-ODN (npr.: VEGF, Ang-1, MDM2, protein 
kinaza C, PKA-I, H-RAS, c-RAF itd.) ter 
interferenčna RNA (RNAi) kot naravni mehanizem 
urejanja ekspanzije genov; 
(siRNA, mRNA) utišanje izbranih genov, 
tarče so največkrat Onc. 
 
rak jajčnikov, rak 
dojk, rak prostate, 
pljučni rak, melanom, 
limfom 
 
Angiogeneza Sintetični ribocim. Rakave celice izločajo številne 
angiogene faktorje, kot so: VEGF, THBS1, 
endostatin, tumstatin, canstatin, angiostatin itd. 
Angiocim razreže mRNA receptorja VEGFR-1 in s 




glave in vratu, 
kronična limfocitna 
levkemija, ploščato 
celični karcinom, rak 
prostate 
CTL – citotoksični limfociti T; NK-celice – naravne celice ubijalke, APC – antigen predstavitvene celice, 
DC – dendritične celice, siRNA – kratka interferenčna RNA, mRNA – informacijska RNA, AS-ODN – 
protismiselni oligonukleotidi.  
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Učinkovit vnos genov v celice je ključen korak in še vedno ena od glavnih preprek za 
uspešno gensko zdravljenje raka (Barar in Omidi, 2012; Čemažar in Serša, 2007). Način 
vnosa genskega materiala v celice, ki bi omogočal zdravljenje vseh malignih oblik bolezni, 
s stabilnim in dolgotrajnim izražanjem genov, do danes še ni bil razvit. Poleg tega bi moral 
specifično ciljati tumorske celice ter biti povsem neimunogen in varen (Mali, 2013). Razvoj 
novih metod vnosa je odvisen predvsem od sposobnosti regulacije izražanja transgenov. Ne 
glede na to, katero metodo izberemo, je potrebno zagotoviti uspešen vnos nukleinskih kislin 
v notranjost celic, kjer se po vstopu v jedru uspešno prepisujejo in izražajo (Kočevar in sod., 
2010). Med drugim je potrebno doseči visoko terapevtsko učinkovitost, ki je neposredno 
povezana z visoko stopnjo transfekcije in direkten tkivno-specifični vnos genov. Kljub 
številnim predkliničnim raziskavam je razvoj učinkovitih kliničnih protokolov razmeroma 
počasen in težak. Večino pristopov genskega zdravljenja ovirajo težave pri in vivo dostavi 
genov v celice, pri čemer neselektivnost vnosa vpliva tako na maligne kot na normalne celice 
v telesu. Vključitev specifičnih molekul (monoklonskih protiteles) v ustrezen vektor in vivo 
bi omogočilo celično-specifično zdravljenje in s tem boljši klinični izid zdravljenja (Barar 
in Omidi, 2012). 
 
2.2.3 Načini vnosa genov v celice 
 
Cilj genskega zdravljenja je izdelava varnega in učinkovitega načina vnosa genskega 
materiala (Čemažar in Serša, 2007), ki bi bil primeren za vse vrste celic in tkiv, tako za in 
vitro kot in vivo transfekcijo (Nayerossadat in sod., 2012). V uporabi so številne metode, ki 
imajo svoje prednosti in slabosti. V osnovi ločimo virusne in nevirusne metode vnosa DNA. 
 
V kliničnih študijah se za prenos genskega materiala večinoma uporablja virusne vektorje. 
Ti so že v osnovi sposobni prenosa genskih informacij v gostiteljske celice. Glavne prednosti 
virusnih vektorjev so visoka učinkovitost in specifičnost ter možnost stabilne vgradnje genov 
v gostiteljsko DNA (Mali, 2013). V kliničnih študijah se uporablja genetsko modificirane 
viruse z nezmožnostjo podvojevanja in onkolitične viruse, da se prepreči toksičnost in ohrani 
visoka učinkovitost transdukcije (El-Aneed, 2004). Pogosti so adenovirusi, retrovirusi, 
lentivirusi, adenovirusom pridruženi virusi, virus vakcinije in virus herpesa simpleksa. Kljub 
prednostim imajo virusi nekaj ključnih pomanjkljivosti glede visokih stroškov proizvodnje, 
nezmožnosti prenosa večje velikosti transgene DNA, visoke toksičnosti in imunogenosti, 
zaradi česa lahko pride do aktivacije imunskega sistem, pojava insercijske mutageneze in 
splošnega vnetja tkiva (Nayerossadat in sod., 2012). 
 
Nevirusne metode predstavljajo varnejšo alternativo klasičnim virusnim vektorjem. Kljub 
manjši učinkovitosti transfekcije in specifičnosti v primerjavi z virusnimi vektorji, izražajo 
manjšo imunogenost v in vivo razmerah, sposobne so prenosa večje velikosti transgene 
DNA, njihova proizvodnja pa je enostavnejša in bolj ekonomična (Nayerrossadat in sod., 
2012). Najpogosteje se uporabljata gola ali plazmidna DNA (14,9 % ali 452 kliničnih študij) 
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ter lipofekcija kot vnos genov posredovan z liposomi (3,9 % ali 119 kliničnih študij) (The 
Journal of Gene Medicine, 2019). Vnos plazmidne DNA se zaradi neučinkovitega prenosa 
skozi membrano in nizke stopnje izražanja transgenov v različnih tkivih uporablja le še pri 
DNA vakcinacijah. Uspešnost vnosa plazmidne DNA se lahko v različni meri izboljša bodisi 
s pomočjo kemijskih (lipidna ali polimerna konjugacija v liposomih) ali fizikalnih metod 
(Nayerossadat in sod., 2014; Heller R. in Heller L.C., 2015). Zaradi enkapsulacije DNA v 
liposomih nudijo kemijski načini boljšo zaščito nukleinskih kislin v fizioloških pogojih, na 
primer siRNA-molekul pred razgradnjo s serumskimi endonukleazami in odstranitvijo s 
strani makrofagov v krvi, medtem ko v celicah lajšajo celični prevzem. V primeru 
sistemskega vnosa z vezavo specifičnih molekul na liposome (pegilirani polipleksi) 
onemogočajo nespecifične interakcije, tarčno usmerjanje in daljše zadrževanje v krvnem 
obtoku, kar poveča akumulacijo produktov v TMO. K povečanju specifičnosti nevirusnih 
načinov vnosa pripomorejo tudi modifikacije kationskih lipidov in polipleksov v prid 
izogibanju imunskemu sistemu (Yin in sod., 2014; Barar in Omidi, 2012). Med fizikalne 
metode uvrščamo vnos genov z biolistiko, ultrazvok, hidrodinamični vnos vodotopnih spojin 
in delcev, magnetofekcijo (uporaba magnetnega polja za transfekcijo celic z nukleinskimi 
kislinami v kompleksu z magnetnim nanodelcem in vitro) in elektroporacijo. Pri vseh 
fizikalnih metodah je za uspešen vnos genov potrebno doseči reverzibilne spremembe v 





Elektroporacija je fizikalna metoda, pri kateri se z uporabo kontroliranega zunanjega 
električnega polja začasno poveča permeabilnost celičnih membran. Povečanje prepustnosti 
omogoči vstop različnim molekulam v celice in tkiva, ki v nasprotnem primeru ne morejo 
prehajati (Čemažar in Serša, 2007, Yarmush in sod., 2014). 
 
Čeprav so prve vplive električnih pulzov na biološki material opazovali že pred več kot 250 
leti, se je uporaba elektroporacije za ciljni vnos snovi na področju medicine in farmacije 
pojavila šele v zadnjih dveh desetletjih (Yarmush in sod., 2014). Začetki elektroporacije in 
vitro segajo v leto 1982, ko je Neumann-u kot prvemu uspelo v poskusih s pulzirajočim 
električnim poljem v žive celice vnesti plazmidno DNA (Neumann in sod., 1982). Od takrat 
naprej se elektroporacija rutinsko uporablja v številnih laboratorijih za vnos različnih 
molekul v več vrst celic in tkiv, tako za in vitro kot in vivo transfekcijo. Napredek številnih, 
na osnovi elektroporacije izdelanih študij, je omogočil prenos te tehnologije v klinično 
prakso. V onkologiji se visokonapetostni električni pulzi v kombinaciji s kemoterapevtiki 
uporabljajo za zdravljenje tumorjev z elektrokemoterapijo. Dobre rezultate v klinični praksi 
pa daje tudi genski elektroprenos v kombinaciji s plazmidno DNA, ki veliko obeta predvsem 
na področju genskega zdravljenja raka, cepiv proti raku in cepiv proti nalezljivim boleznim 
(Yarmush in sod., 2014; Heller R. in Heller L.C, 2015).  
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2.2.4.1 Dogodki elektroporacije na molekularni ravni 
 
Za razlago mehanizma reverzibilne elektroporacije so se sprva pojavljali različni teoretični 
modeli, ki so pojav elektroporacije opisovali kot določen tip deformacije lipidov, fazno 
tranzicijo lipidov, razgradnjo vmesnikov med področji z različno lipidno sestavo in 
denaturacijo membranskih lipidov, a so se tekom let izkazali za pomanjkljive in celo za 
napačne. Danes velja splošno soglasje, ki elektroporacijo opisuje kot tvorbo vodnih por v 
fosfolipidnem dvosloju. Z najnovejšo teorijo o nastanku vodnih por, ki v veliki meri temelji 
na termodinamiki, lahko pojasnimo precej razširjeno izbiro izraza elektroporacije, ki v 
nasprotju s širšim pojmom elektropermeabilizacije opisuje osnovni mehanizem in ne 
posledice, ki je v tem primeru povečana prepustnost celične membrane. Kljub temu se slednji 
izraz še vedno pojavlja v literaturi kot alternativa ostalim razlagam (Yarmush in sod., 2014, 
Čemažar in sod., 2015). 
 
Tvorbo vodnih por sproži prodiranje vodnih molekul skozi fosfolipidni dvosloj membrane. 
Pri tem se bližnji fosfolipidi preuredijo v položaj, pri katerem se polarne hidrofilne glave 
usmerijo v notranjost fosfolipidnega dvosloja. Slika 4 prikazuje simulacijo dinamike 
fosfolipidov na bazi membrane med elektroporacijo. Sprva je opazen tanek prehod vode 
(Slika 4b). Po eni mikrosekundi se pora razširi in stabilizira, kar omogoči prehod dodatnih 
vodnih molekul ter drugih polarnih molekul in ionov skozi membrano (Slika 4c). 
 
Slika 4: Formacija hidrofilnih por v fosfolipidnem dvosloju na molekularni ravni (slika zgoraj) in simulacija 
dinamike dogodkov na atomski ravni (slika spodaj). Intakten fosfolipidni dvosloj (a), vdor vodnih molekul 
skozi membrano in tvorba nestabilnih struktur, t. i. »vodnih žic«. (b) Usmerjanje polarnih glav fosfolipidov 
proti molekulam vode in formacija vodnih por (c) (Yarmush in sod., 2014: 297). 
 
Pri formaciji stabilnih por, ki so obstojne od nekaj milisekund do nekaj minut, ima zunanje 
električno polje pomemben vpliv, saj zmanjšuje energijo potrebno za vstop vode ter s tem 
omogoči nastanek večjega števila por na časovno in prostorsko enoto membrane. Pore v 
splošnem nastanejo tudi ob odsotnosti električnega polja, vendar so razmeroma nestabilne 
in imajo krajšo življenjsko dobo (1 ns) (Yarmush in sod., 2014; Čemažar in sod., 2015). 
Izpostavljenost celic električnemu polju povečuje verjetnost nastanka vodnih por, zaradi 
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inducirane transmembranske napetosti pa se poveča permeabilnost membrane za molekule, 
za katere je membrana sicer neprepustna (Čemažar in sod., 2015). 
 
Praktično vse celice imajo v svojem fiziološkem stanju majhno transmembransko napetost 
v območju nekaj 10 mV. Mirovna transmemembranska napetost je posledica primanjkljaja 
pozitivnih ionov v citoplazmi celic, ki se vzdržuje s sistemom ionskih črpalk in kanalov v 
membrani. Kljub selektivnemu transportu ionov, ki ga nadzorujejo membranski proteini, 
smatramo membrano za tanko plast izolatorja med električno prevodno citoplazmo in 
zunajceličnim prostorom (Rems in Miklavčič, 2016). Pod vplivom električnega polja se na 
membrani celic nakopiči vsiljena transmembranska napetost, ki nastane zaradi 
prerazporeditve ionov na določenih delih membrane. Med trajanjem električnih pulzov se 
prišteje mirovalnemu transmembranskemu potencialu, ki se za razliko od tega spreminja 
glede na položaj na membrani. Največja je na delih membrane obrnjenih proti elektrodam, 
najmanjša pa na polih. Ko vsiljena transmembranska napetost preseže kritično vrednost 
(med 0,2–1 V, odvisno od števila in trajanja pulzov) se vzpostavi dovolj močno električno 
polje, ki poveča prepustnost membrane in omogoči prehod večjih molekul ter molekul z 
nabojem skozi vodne pore v membrani (Miklavčič in sod., 2014). 
 
Sprememba prepustnosti membrane, ki jo dosežemo z elektroporacijo, je lahko reverzibilna 
ali ireverzibilna. Reverzibilno elektroporacijo dosežemo pri zmerni amplitudi in 
električnemu polju z napetostjo nekaj 100 V/cm. Po prehodni permeabilizaciji se pore 
postopoma zaprejo, membrana si opomore, celice pa ostanejo viabilne, kar v poskusih tudi 
želimo doseči. Če jakost električnega polja povečamo, tj. da povišamo amplitudo in/ali čas 
trajanja polja z uporabo dolgotrajnih pulzov, dosežemo ireverzibilno elektroporacijo. Zaradi 
prepočasnega zapiranja por znotrajcelična vsebina izhaja ven iz celic in celice umrejo. 
Ireverzibilna elektroporacija se uporablja za ablacijo tumorskih celic ter inaktivacijo bakterij 
v vodi in tekoči hrani (Rems in Miklavčič, 2014). Na uspešnost elektroporacije vpliva več 
dejavnikov, poleg ustrezno izbranih parametrov še oblika, velikost in orientacija celic 
(Pavlin in sod., 2013) ter tip celic in lastnosti gojišča (Čemažar in sod., 2015). 
 
2.2.4.2 Mehanizmi vstopa DNA v rakave celice z elektroporacijo 
 
Razumevanje mehanizmov elektroporacije je ključnega pomena pri načrtovanju in 
optimizaciji protokolov za uspešen vnos DNA v celice (Yarmush in sod., 2014). Vsi 
mehanizmi vnosa DNA z elektroporacijo še niso povsem pojasnjeni (Rosazza in sod., 2013; 
Rosazza in sod., 2016; Rols 2016). Večje molekule, kot je na primer plazmidna DNA, 
morajo na poti do jedra premagati številne ovire, ki jih predstavljajo EM, celična in jedrna 
membrana ter gosto citoplazemsko omrežje struktur, da se v jedru prepišejo v RNA in v 
citoplazmi prevedejo v protein (Rosazza in sod., 2016b). Možen mehanizem vstopa DNA v 
celico je prikazan na Sliki 5. 
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Transport preko membrane ni homogen preko celotne površine membrane, temveč poteka 
asimetrično na straneh celic usmerjenih proti elektrodi. Med aplikacijo električnega polja se 
negativno nabita DNA elektroforetsko usmeri proti delu membrane, ki je obrnjena proti 
katodi. Na tem mestu pride do interakcij plazmidne DNA z membrano, kjer se tvorijo skupki 
plazmidne DNA velikosti 0,1–0,5 μm (Rosazza in sod., 2013). Ti so obstojni še nekaj minut 
po elektroporaciji (~10 min; Rosazza in sod., 2016a). Sledi prenos plazmida skozi membrano 
do jedra celic, ki lahko traja od nekaj minut do več ur (Rols, 2016). Internalizacijske poti, po 
katerih naj bi plazmidna DNA vstopala v celice, še niso povsem raziskane. Rezultati 
nekaterih študij kažejo, da naj bi približno 75 % skupkov DNA v celice vstopalo z 
endocitozo, podobno kot velja za številne virusne in nevirusne metode (Rosazza in sod., 
2013; Čemažar in sod., 2015). Rosazza in sod. (2016a) so z uporabo inhibitorjev endocitoze 
in endosomskih označevalcev dokazali različne endocitotske poti vstopa plazmidne DNA v 
celice, v največji meri od kaveolina odvisno endocitozo (50 %), makropinocitozo (25 %) in 
od klatrina odvisno endocitozo (25 %). Slednje poti so značilne predvsem za skupke DNA 
in večje molekule, medtem ko manjše molekule v celice običajno vstopajo z difuzijo. Vnos 
DNA je možen tudi neposredno preko nastalih vodnih por v celični membrani, vendar slednji 
model ne pojasnjuje prehoda makromolekul večjih od velikosti por (1–20 nm). Poleg tega 
naj bi bili v proces permeabilizacije vključeni tudi drugi membranski proteini in citoskelet. 
Enoten model tako prestavlja kopičenje DNA-molekul na mestu nastanka por, kar sproži 
pojav endocitotskih veziklov, s katerimi sodelujejo citoskelet (aktin, mikrotubuli) in 
endocitotski regulatorji (klatrin, kaveolin, dinein) (Rols 2016; Rosazza in sod., 2016b; Rems 
in Miklavčič, 2016). Med prečkanjem citoplazme ostane DNA v obliki skupkov zaradi 
zaščite pred endonukleazami (Golzio in Rols, 2016). Pri tem tvori komplekse z DNA-
vezavnimi proteini, ki nevtralizirajo naboj na DNA. 1–2 uri po elektroporaciji je večino 
znotrajcelične DNA zajete v veziklih (endosomih). Vzdolž citoplazme DNA potuje po 
klasični endosomski poti (zgodnji endosom 70 %, reciklirajoči endosom 50 %, pozni 
endosom 30 %, lizosom 60 %) (Rosazza in sod., 2016a). Da se v jedru uspešno izraža, se 
mora izločiti iz endosomskih kompleksov. Okrog jedra se nato nakopiči v bolj difuzni obliki, 
kamor vstopa najverjetneje preko kompleksa jedrnih por. Do izstopa iz veziklov lahko pride 
že prej, kar imenujemo zgodnji endosomalni pobeg. Izražanje transgenov lahko opazujemo 
že po nekaj urah transfekcije (Golzio in Rols, 2016). 
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Slika 5: Shematska predstavitev mehanizma elektroprenosa DNA v celice. Med aplikacijo električnih pulzov 
se membrana permeabilizira (1), elektroforetske sile usmerijo DNA proti permeabiliziranemu delu membrane 
(2), kar povzroči nastanek interakcij s celično membrano (3) in vstop skupkov DNA v celico preko endocitoze 
(4). DNA v celici potuje vzdolž aktina (roza barva) in mikrotubulov (zelena barva) po endosomski poti (5). 
DNA izstopi iz endosomov (6) in vstopi skozi jedrno membrano. V jedru se začne izražanje genov s sintezo 
proteinov v citoplazmi (8). Zelene molekule predstavljajo EGFP (Rosazza in sod., 2016b: 116). 
 
2.2.4.3 Uporaba elektroporacije v onkologiji 
 
Elektroporacija je kot uveljavljena fizikalna metoda zanimiva za številne biomedicinske 
aplikacije. V veterinarski in humani onkologiji se uporablja predvsem na dveh področjih.  
 
Elektrokemoterapija (EKT) združuje klasični pristop zdravljenja s kemoterapevtiki ob 
uporabi električnih pulzov na območju tumorja. Pri tem se poveča prepustnost membran 
celic v tumorjih za vnos kemoterapevtskih zdravil, ki po večini oteženo prehajajo skozi 
membrano. Kot potencialna kandidata EKT pri bolnikih z rakom sta se izkazala cisplatin in 
bleomicin. Elektroporacija poveča njuno citotoksično delovanje od 70–1000-krat. Poleg tega 
ne povzroča stranskih učinkov zaradi nizke koncentracije citostatika, ki je potreben za dobro 
protitumorsko učinkovitost (Serša in sod., 2013). EKT se uporablja za zdravljenje kožnih in 
podkožnih metastaz različnih vrst tumorjev, predvsem melanoma in primarnih tumorjev v 
kombinaciji z drugimi lokalnimi pristopi.  
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Genski elektroprenos ali genska elektrotransfekcija (GET; angl. Gene Electrotransfer) 
predstavlja drugo pomembno področje uporabe elektroporacije za vnos plazmidne DNA v 
celice. Uporablja se na področju DNA vakcinacij za zdravljenje nalezljivih bolezni ter pri 
genskem zdravljenju raka, kjer so terapije usmerjene direktno na tumorske celice, oziroma 
je njihov cilj povečati imunski odziv organizma (Heller R. in Heller L.C., 2015). Z GET 
lahko uspešno transfeciramo različne tipe tkiv, od skeletne mišice, kože, jeter in neposredno 
tumorjev (Čemažar in sod., 2015). Prva intratumorska GET za zdravljenje raka je bila 
izvedena na mišjih tumorskih modelih melanoma (Niu in sodelavci, 1999), od takrat dalje 
pa se uporablja za vnos terapevtskih genov, ki kodirajo citokine, tumor supresorske proteine, 
siRNA-molekule proti različnim molekulskim tarčam, na različnih tumorskih živalskih 
modelih, poleg melanoma še na sarkomu, skvamoznem in hepatocelularnem karcinomu 
(Čemažar in sod., 2015). 
 
GET terapevtskih genov omogoča učinkovito izražanje transgena z zadostno produkcijo 
terapevtskega proteina in izrazitim protitumorskim učinkom na zdravljeni tumor. Za največji 
potencial v genski terapiji raka se je izkazala GET z geni, ki kodirajo citokine (IL-2, IL-12, 
IL-18, INFα, GM-CSF), predvsem GET z IL-12, ki omogoča dolgoročno protitumorsko 
učinkovitost in terapevtsko imunost na poskusnih živalskih modelih preko indukcije 
diferenciacije limfocitov T, stimulacije produkcije INFγ in aktivacije NK-celic. Nedavne 
klinične študije GET z IL-12 so potrdile varnost in učinkovitost te terapije tudi pri bolnikih 
z metastatskim melanomom (Čemažar in sod., 2015, Heller R. in Heller L.C, 2015). Na 
predkliničnem nivoju se GET uporablja tudi pri genski terapiji z uporabo samomorilskih 
genov, drugi pristop pa temelji na inhibiciji angiogeneze tumorjev. 
 
GET terapevtskih genov v tumorje olajšuje lokalno intratumorsko produkcijo terapevtskih 
proteinov, kar omogoča zadostno terapevtsko koncentracijo in s tem terapevtski učinek. 
Ugoden izid genske terapije je še posebej pomemben pri vnosu citokinov, kjer so visoke 
sistemske koncentracije povezane z večjo toksičnostjo. Poleg sistemskega zdravljenja se 
GET uporablja kot samostojno zdravljenje ali v kombinaciji s kirurgijo, radioterapijo ter v 
kombinaciji z EKT (Čemažar in sod., 2015). 
 
2.2.5 Kationski lipidi 
 
Večino nevirusnih načinov vnosa genov v celice predstavlja vnos s pozitivno nabitimi 
molekulami. Kationski lipidi in kationski polimeri zaradi svoje pozitivne narave v vodni 
raztopini preko elektrostatskih interakcij reagirajo z negativno nabitimi molekulami 
nukleinskih kislin, pri čemer tvorijo posebne strukture, imenovane lipopleksi ali polipleksi 
(Morille in sod., 2008). Različne oblike nukleinskih kislin (DNA, miRNA, siRNA, AS-
ODN) lahko vgradimo v kationske lipide, pri čemer neto naboj celotnega kompleksa ostane 
pozitiven, kar omogoči nastanek interakcij z negativno celično membrano in vstop 
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kompleksov KL-DNA v celice (Kočevar in sod., 2010). Tako zgoščeni kompleksi lajšajo 
vnos nukleinskih kislin v celice, izboljšajo znotrajcelično dostavo genov in ščitijo DNA pred 
encimsko razgradnjo (Wang in sod., 2013). Glavne prednosti kationskih lipidov so obsežna 
proizvodnja, nizka stopnja imunogenosti, sposobnost prenosa večjih vključkov DNA/RNA 
in številne možnosti modifikacij za izboljšanje učinkovitosti transfekcije (Morille in sod., 
2008). 
 
Razlikujemo med številnimi kationskimi polimeri in kationskimi lipidi. Najbolj pogost med 
kationskimi polimeri je polimer poli(etilenimin) (PEI; angl. poly(ethyleneimine)), kot prvi 
za gensko zdravljenje uporabljen poli(L-lizin) (PLL; angl. poly(L-lysine)), hitosan (angl. 
chitosan) in sferični dendrimeri (angl. dendrimers). Sintetične kationske lipide delimo v tri 
podskupine: monovalentni kationski lipidi z enojno funkcijo amina, na primer DOTMA in 
DOTAP (Slika 6), večvalentni kationski lipidi z več funkcijami aminov, na primer DOSPA, 
DOGS ter kationski derivati holesterola. Vsi so tehnično enostavni, hitri za pripravo in 
komercialno dostopni (Morille in sod., 2008). Prvi kationski lipid DOTMA (N-[1-(2,3-
dioleil) propil]-N,N,N-trimetilamonijev klorid) je leta 1987 izdelal Felgner kot umetno 
pripravljen nosilec za vnos genov v celice (Slika 6). DOTMA spada med monovalentne 
kationske lipide. V tistem času so jih prvič opisali kot novejšo terapevtsko metodo za 
transfekcijo različnih vrst celic. Od takrat naprej veljajo za ene najbolj obetavnih načinov za 
vnos genov v sesalske celice in vitro ter in vivo (Faneca in sod., 2013). Danes so kationski 
liposomi predmet številnih raziskav na področju zdravljenja kardiovaskularnih in 
monogenskih bolezni ter različnih vrst rakavih obolenj (3,9 % ali 119 kliničnih študij) (The 
Journal of Gene Medicine, 2019). Nekatere od teh študij so že vključene v fazo I in II 
kliničnih testiranj (Morille, 2008). Uporaba kationskih lipidov veliko obeta tudi na področju 
zdravljenja raka z imunoterapijo za vnos antigenskih molekul. 
 
2.2.5.1 Zgradba in lastnosti kationskih lipidov 
 
Kationski lipidi so amfifilne molekule, ki izražajo podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot 
naravni fosfolipidi (Rao, 2010). V vodni raztopini spontano tvorijo micelarne strukture ali 
vezikle z lipidnim dvoslojem, t. i. liposome (Zuhorn in sod., 2007). Liposome sestavlja 
fosfolipidni dvosloj in hidrofilna sredica, v katere lahko vgradimo različne hidrofilne, 
amfifilne in lipofilne učinkovine (nizkomolekularna zdravila, nukleinske kisline, peptide in 
proteine). Te molekule se nahajajo neposredno v fosfolipidnem dvosloju, v notranjem 
vodnem mediju ali na površini lipidnega dvosloja (Kočevar in Kristl, 2005). Zaradi 
podobnosti z biološkimi membranami služijo kot model za vnos snovi v celice. Liposomi so 
sestavljeni iz enega ali več lipidnih dvoslojev (enoslojni in večslojni liposomi) (Kočevar in 
Kristl, 2005). Običajno vsebujejo vsaj dve komponenti: kationski lipid in nevtralni oziroma 
pomožni lipid ter druge modifikacije. Z interakcijami liposomov in molekulami DNA lahko 
tvorimo lipoplekse. Proces tvorbe lipopleksov je spontan in hiter. Na končni produkt 
lipopleksov vplivajo sestava pufra, reakcijski volumen mešanice, čas inkubacije, prisotnost 
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seruma, ki lahko omeji oziroma oslabi velikost lipopleksa, razmerje +/- naboja ter velikost 
nukleinskih kislin (Rao, 2010). Strukture lipidov in nukleinskih kislin se v lipopleksih 
pojavljajo v dveh fazah: v multilamelarni obliki s spreminjajočimi kationskimi membranami 
in vmesnimi monosloji iz DNA-molekul (Slika 6a) ter v invertirani heksagonalni strukturi 
iz cilindričnih lipidnih monoslojev (Slika 6b). Slednja oblika je stabilnejša (Tros de Ilarduya 
in sod., 2010). 
 
 
Slika 6: Shematski diagram strukture lipopleksov; levo (A) multilamelarna oblika; desno (B) heksagonalna 
struktura ter desno zgradbi DOTMA in DOTAP (Tros de Illarduya in sod., 2010). 
 
Kationski lipidi so sestavljeni iz pozitivno nabite hidrofilne aminske glave, ki je z 
vmesnikom vezana na hidrofobno domeno. Hidrofobno domeno običajno sestavljata dve 
verigi ogljikovodikov ali derivati holesterola. Navadno je iz ene ali dveh različno dolgih 
alkilnih verig z 8–18 atomi ogljika. C14 je najbolj optimalen za transfekcijo, sledi C18. Kot 
nevtralna lipida se večinoma uporabljata holesterol ali DOPE, ki dokazano izboljšata 
učinkovitost transfekcije. Kationski liposomi, ki vsebujejo holesterol, so strukturno bolj 
stabilni in ščitijo molekule DNA pred degradacijo v celici. Tudi dolžina verig pomembno 
vpliva na lastnosti kationskih lipidov (Morille in sod., 2008). Mononenasičene maščobne 
kisline zaradi večje membranske fluidnosti povečujejo učinkovitost transfekcije, pri čemer 
večanje dolžine alkilnih verig in nasičenost maščobnih kislin zmanjšata biološko aktivnost 
kationskih lipidov (Faneca in sod., 2013). Poleg karakteristik alkilnih verig so za 
učinkovitost transfekcije ključne tudi lastnosti kationske glave, predvsem naboj in velikost. 
Pozitiven naboj dajejo kvartarni amonijev kation NH4
+, primarni, sekundarni ali terciarni 
amini, heterocikli, aminokisline in peptidi, zaradi česa se kationski lipidi ločijo od naravnih 
fosfolipidov, ki so bodisi nevtralni ali negativni. Hidrofilne glave so odgovorne za 
elektrostatske interakcije z DNA, še posebej multivalentne glave kationskih lipidov (na 
primer DOSPA), ki tvorijo liposome z večjo gostoto naboja na svoji površini, omogočajo 
boljšo vezavo DNA in vnos snovi v celice (Zuhorn in sod., 2007; Tros de Ilarduya in sod., 
2010). Citotoksičnost kationskih lipidov je odvisna predvsem od vmesnika, ki povezuje 
hidrofobni in kationski del amfifilne molekule. Za zmanjšanje citotoksičnosti se uporablja 
bolj biorazgradljive vmesnike, ki so kemično manj stabilni. Primer manj toksičnega 
kationskega lipida je DOTAP, ki za razliko od klasičnega kationskega lipida, kot je 
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DOTMA, vsebuje karbonat ali ester in je zato manj toksičen (Tros de Ilarduya in sod., 2010; 
Faneca in sod., 2013). Manjša stabilnost kationskih lipidov vpliva tudi na biološko aktivnost 
lipopleksov, kar lahko zmanjša učinkovitost transfekcije takšnih lipidov. Obe lastnosti sta 
odvisni predvsem od zgradbe oziroma sestave njihovih glavnih komponent. 
 
2.2.5.2 Mehanizmi vstopa DNA posredovane s kationskimi lipidi 
 
Mehanizmi, po katerih naj bi kationski kompleksi vstopali v jedro, še niso povsem 
pojasnjeni. Za razliko od drugih načinov vnosa DNA, se kationski lipidi smatrajo za 
ugodnejše, ker naj ne bi vključevali kompartmentizacije v endosomih zaradi enkapsulacije 
transgenov v že oblikovane lipoplekse oziroma poliplekse. Kljub temu so študije z uporabo 
elektronske in fluorescenčne mikroskopije dokazale prisotnost znotrajceličnih veziklov, kar 
najverjetneje kaže na vstop lipopleksov v celice s procesom endocitoze in njihovo nadaljnjo 
vključitev v endolizosomske strukture. Lipopleksi v celice vstopajo v največji meri od 
klatrina odvisne endocitoze, od kaveolina odvisne endocitoze, fagocitoze in 
makropinocitoze. Endosomi, po katerih kompleksi KL-DNA potujejo vzdolž citoplazme, 
predstavljajo oviro na poti teh kompleksov do jedra. Za uspešno izražanje genov mora DNA 
izstopiti iz veziklov. Destabilizacijo membrane endosoma lahko dosežemo z dodatkom 
pomožnih lipidov, ki lajšajo fuzijo membrane kationskih lipidov z membrano endosoma. 
Membrani se združita, kar omogoči, da se DNA nato izloči iz endosomskih kompleksov. 
DNA potuje naprej po citoplazmi do jedra v prosti, a kompaktni obliki, da se zaščiti pred 
endonukleazami in v jedro vstopa skozi jedrne pore (Morille in sod., 2008).  
 
2.2.5.3 Transfekcijski sistem K2® 
 
V magistrski nalogi smo testirali transfekcijski sistem K2®. Transfekcijski sistem K2® 
temelji na močnih kationskih lipidih (transfekcijski reagent K2®) in dodatku (K2®-
Multiplier), ki zmanjšuje sposobnost celic, da zaznajo tujo DNA (Biontex, 2016a) ter s tem 
preprečijo aktivacijo prirojenega imunskega sistema, ki predstavlja glavno oviro pri 
transfekciji z nevirusnimi metodami in vivo. V in vitro sistemu sproži aktivacijo 
znotrajceličnih signalih poti, ki tudi vodijo v celično smrt. Proizvajalec izdelka zagotavlja, 
da transfekcijski komplet K2®, za razliko od ostalih uveljavljenih transfekcijskih metod, v 
večini primerov izboljša učinkovitost transfekcije (Biontex, 2016a). 
 
Lipofectamine® 2000 je drugi kationski liposom, ki smo ga uporabili v magistrskem delu 
kot kontrolno metodo transfekcijskemu sistemu K2®. Reagent Lipofectamine® 2000 
zagotavlja visoko učinkovitost transfekcije ter visok nivo izražanja transgena v različnih 
sesalskih celicah (Thermo Fischer Scientific, 2016). Med vsemi kemijskimi metodami je 
lipofekcija s kationskimi liposomi najbolj učinkovita (Biontex, 2016a; Nguyen in sod., 2007) 
in najbolj pogosta metoda za in vitro vnos genov v celice, vendar je znano tudi, da inducira 
citotoksičnost (Nguyen in sod. 2007). 
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2.3 CITOSOLNI SENZORJI DNA 
 
Citosolni senzorji DNA, ki se nahajajo predvsem v celicah imunskega sistema, imajo 
pomembno vlogo pri prepoznavanju celici nevarnih signalov. Enega takšnih predstavlja tuja 
molekula DNA, ki jo sprva prepoznajo mehanizmi prirojenega imunskega sistema. DNA 
senzorji po večini delujejo kot receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev (PRR; angl. 
Pattern recognition receptors), ki ob prisotnosti patogena in/ali celične ali tkivne poškodbe 
sprožijo ustrezen imunski odgovor celic (Ishii in Tang, 2014; Paludan in Bowie, 2013). Med 
temi je tudi citosolni senzor DDX60, ki ga uvrščamo v družino DDX RNA in DNA helikaz. 
Odkritih je nekaj proteinov DDX, ki so vključeni v mehanizme prirojene imunosti kot RNA 
ali DNA-senzorji ali kot signalne molekule (Paludan in Bowie, 2013). 
 
Prirojeni imunski sistem predstavlja prvo linijo obrambe pred okužbami s patogeni in 
njihovimi produkti. Celice, ki sodelujejo v mehanizmih prirojene imunosti, kot so makrofagi, 
dendritične celice, nevtrofilci in NK-celice z omejeno skupino receptorjev PRR zaznavajo s 
patogeni povezane molekularne vzorce (PAMPs; angl. Pathogen-associated molecular 
patterns) ali s poškodbo povezane molekularne vzorce (DAMPs; angl. Damage-associated 
molecular patterns). Kot PAMPs prepoznavajo specifične površinske vzorce patogenov, na 
primer lipoproteine, lipide, proteine, lipopolisaharide, ki so v gostitelju praviloma odsotni 
ter mikrobne nukleinske kisline, ki se od lastnih razlikujejo v strukturi, sekvenci, 
molekularni modifikaciji ter lokalizaciji (Paludan in Bowie, 2013). Kot DAMP lahko 
prepoznajo imunostimulatorne produkte, ki izhajajo iz poškodovanega tkiva in celic. To so 
lahko matrični proteini (hialuronan) in prosti znotrajcelični proteini (histoni in toplotni 
stresni proteini), ki se sproščajo med apoptozo in nekrozo celic (Paludan in Bowie, 2013; 
Ishii in Tang, 2014). Poleg teh pa lahko prepoznavajo tudi neobičajno lokalizirane lastne 
oblike DNA, bodisi izvenjedrno DNA, ki se v celicah nezaželeno nakopiči zaradi 
neuravnotežene kontrole nad endogenimi DNA produkti ali izvencelično RNA. Ker se DNA 
nahaja izključno v jedru evkariontskih celic njena prisotnost v citoplazmi ali endosomu 
povzroči aktivacijo imunskega sistema ter s tem aktivacijo sistema za prepoznavanje DNA 
(Paludan in Bowie, 2013). Koncept citosolnih senzorjev je bil nedavno dokazan tudi v 
tumorskih celicah (Žnidar in sod., 2016). 
 
Citosolni senzorji kot PRR-receptorji so prisotni v citoplazmi, endosomih, inflamasomih in 
potencialno tudi v jedru celic, kjer prepoznavajo PAMPs ter DAMPs (Ishii in Tang, 2014). 
Po neposredni zaznavi nukleinskih kislin aktivirajo kompleksne signalne poti, kar sproži 
proizvodnjo provnetnih citokinov, zlasti interferonov tipa 1, kot je interferon 1β (INF-1β) 
(Dempsey in Bowie, 2015). Med drugim je znano, da INF-1β inhibira rast celic in nadzoruje 
apoptozo (Li in sod., 2013). Večina do danes odkritih citosolnih senzorjev je povezanih z 
indukcijo interferonov (IFNs) (Ishii in Tang, 2014). Prva skupina identificiranih PRR-jev je 
bila skupina TLRs (angl. Toll-like receptors), ki se izražajo na površini celic in endosomov 
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ter stimulirajo izražanje IFN-1. Poleg TLR-jev poznamo še receptorje RIG-1 (RLRs), NOD, 
AIM2 (ALRs) in druge nedavno raziskane receptorje (Ishii in Tang, 2014). 
 
2.3.1 CITOSOLNI SENZOR DDX60 
 
Približno 60 genov v človeškem genomu kodira družino proteinov DDX, ki obsega DNA in 
RNA helikaze z domenami DexD/H-box ali DEAD-box. Ime so dobile po ohranjenem delu 
DEAD, ki kodira Asp-Glu-Ala-Asp (Slika 7). Ti proteini so na več mestih vključeni v 
regulacijo izražanja genov. Sodelujejo pri prenosu signalov po signalizacijskih poteh, pri 
regulaciji translokacije, spajanju molekul mRNA in interakcijah s promotorji (Paludan in 
Bowie, 2013). Na celičnem nivoju so kot encimi vključeni v kontrolo virusnega 
podvojevanja, diferenciacijo in v razvoj raka (Robert in Pelletier, 2013). 
 
 
Slika 7: Struktura proteinov DexD/H-box. Z različnimi barvami so prikazane funkcije posameznih delov 
regij: vezava/hidroliza nukleotid trifosfata (oranžna barva), vezava nukleinskih kislin (zelena barva), 
sklapljanje (roza barva), DEAD-regija je nadpisana (Robert in Pelletier, 2013). 
 
Citosolni senzor DDX60 je iz družine proteinov DExD/H-box (DDX) antivirusnih helikaz, 
ki zaznava in se veže na virusno dsRNA in dsDNA (Ishii in Tang, 2014) ter ssRNA v celicah 
(Desmet in Ishii, 2012). Prvič je bil opisan v projektu humanega genoma, a takrat še brez 
znane funkcije. Je humani homolog kofaktorja Ski2 v RNA eksosomu gliv kvasovk 
(Saccharomyces cerevisiae) s pomembno vlogo pri razgradnji virusne RNA, pri čemer se 
povezuje s komponentami RNA eksosomov in tako kot Ski2 deluje protivirusno. 
 
Analiza neobjavljene študije Miyashite in sodelavcev je pokazala povečano izražanje 
DDX60 v humanih dendritičnih celicah po okužbi z virusom ošpic. Ob predvidevanju, da je 
DDX60 pomemben protivirusni protein, ki je vključen v RIG-1 odvisne protivirusne 
signalizacijske poti, so v nadaljnji študiji potrdili, da je njegovo izražanje povečano ob 
virusnih okužbah. DDX60 se nahaja v citoplazemski regiji in se s helikazno domeno veže 
na virusno RNA/DNA ter tvori komplekse z RLR-ji (vezava na endogeni RIG-1 ali DDX58 
protein, tudi eden od PRR), kar promovira nadaljnje signalizacijske poti. DDX60 je potreben 
pri RIG-1 odvisnem izražanju INF-1 ter interferon-inducibilnih genov, zato njegovo utišanje 
vodi v zmanjšano izločanje provnetnih citokinov (Miyashita in sod., 2011). Poleg tega deluje 
kot ligandno specifičen aktivator RIG-1 in je pomemben pri RIG-1 odvisnem imunskem 
odgovoru in vivo. Vključen je v RNA virusne degradacijske poti in ima v splošnem 
pomembno protivirusno delovanje (Oshiumi in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Eksperimentalno delo je bilo opravljeno na Onkološkem inštitutu Ljubljana, na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo, z izjemo analize s pretočno citometrijo, ki je potekala na 
Oddelku za citopatologijo, Onkološkega inštituta Ljubljana in analize qPCR, ki smo jo 
opravili v laboratoriju Fakultete za vede o zdravju v Izoli ter v Nacionalnem referenčnem 
laboratoriju Veterinarske fakultete v Ljubljani. Plazmid z zapisom za zeleno fluorescirajoči 
protein (pEGFP) smo izolirali v laboratorijih na Oddelku za eksperimentalno onkologijo. 
 
3.1 MELANOMSKI CELIČNI LINIJI 
 
Pri delu smo uporabili dve podvrsti celične linije mišjega melanoma: B16F1 in B16F10 
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, ZDA), ki se med seboj razlikujeta v 
metastatskem potencialu. Melanom B16F1 ima nižji metastatski potencial in je zato manj 
invaziven od melanoma B16F10, ki ima večjo zmožnost zasevanja in tvorbe metastaz. 
 
Celice smo gojili v gojišču Advanced Minimum Essential Medium (AMEM, Gibco, Life 
Technologies, Grand Island, NY, ZDA) z dodanim 5 % fetalnim govejim serumom (FBS, 
Life Technologies), 10 mM/l L-glutaminom (Life Technologies), 100 U/ml penicilinom 
(Grünenthal, Aachen, Nemčija) in 50 mg/ml gentamicinom (Krka, Novo mesto, Slovenija). 
Adherentni celični liniji smo presajali z uporabo 0,25 % raztopine tripsina z dodatkom 
EDTA v Hankovem pufru. Celice smo shranjevali v inkubatorju pri 37 °C, 5 % CO2 in 90 
% vlažni atmosferi. Laboratorijsko delo je potekalo v laminariju v sterilnih pogojih in vitro. 
 
3.1.1 Presajanje in štetje celic 
 
Za in vitro poskuse transfekcije smo celice namnožili do eksponentne faze rasti. Ko so 
prerastle približno 80 % površino plošče, smo jim odstranili gojišče in ploščo sprali z 1 x 
fosfatnim pufrom (PBS, Merck Millipore, Darmstadt, Nemčija). Celice smo od rastne 
podlage ločili z uporabo tripsina z EDTA, ki je bil predhodno ogret na 37 °C. Za hitrejše 
odlepljanje smo ploščo rahlo pretresli ob dlan, da so se s površine sprostile vse celice in po 
nekaj minutah delovanje tripsina prekinili z dodatkom enake količine gojišča AMEM. 
Celično suspenzijo smo prenesli v 50 ml centrifugirko, ploščo ponovno sprali s PBS in tudi 
to odpipetirali v centrifugirko. Celice smo centrifugirali 5 min pri 1500 rpm pri sobni 
temperaturi (Thermo, Heareus Multifuge 1S-R Centrifuge, Waltham, Ma, ZDA). Po 
končanem centrifugiranju smo previdno odlili supernatant in odpipetirali preostanek gojišča. 
Pelet, ki je ostal na dnu centrifugirke, smo resuspendirali v ustrezni količini gojišča AMEM 
ali elektroporacijskega pufra. Celice smo dobro premešali, da smo dobili suspenzijo 
posameznih celic za nadaljnje poskuse. Koncentracijo celic v suspenziji smo določili s 
štetjem celic na hemocitometru (Neubeuer improved) z invertnim mikroskopom in 10-kratno 
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povečavo objektiva. Pripravili smo si posamezne redčitve vzorcev: za elektroporacijo je 
redčitev znašala 1 : 100 (990 μl elektroporacijskega pufra + 10 μl celične suspenzije), za 
transfekcijski sistem K2® in lipofekcijo pa 1 : 10 (90 μl AMEM + 10 μl celične suspenzije). 
10 μl redčene suspenzije celic smo odpipetirali na rob komore hemocitometra ter celice 
prešteli v vseh štirih poljih števne mreže. Iz števila preštetih celic in volumna komore, ki 





⋅ 104 ⋅ 10r 
C koncentracija celične suspenzije 
N število preštetih celic 
10𝑟 faktor redčitve 
 
Iz dobljene koncentracije smo preračunali volumen, potreben za pripravo nove celične 
suspenzije z začetno koncentracijo 8x104 celic/ml, ki smo jo potrebovali za transfekcijo s 





⋅ 1000 µl 
 
Dobljen volumen celic smo odpipetirali v 50 ml centrifugirko in dodali ustrezne količine 
gojišča AMEM. Posebej smo iz druge plošče pripravili celično suspenzijo v končni 
koncentraciji 1x106 celic v 40 μl elektroporacijskega pufra za vnos pEGFP z elektroporacijo 
(GET in vitro). 
 
3.2 PLAZMID pEGFP 
 
Za poskuse transfekcije smo uporabili komercialno dostopen plazmid CMV-EGFP-N1 
(pEGFP; BD Biosciences Clontech, Palo Alto, ZDA), ki nam je služil kot pokazatelj 
uspešnosti transfekcije. Plazmid je iz komplementarnega oligonukleotidnega zaporedja, ki 
nosi zapis za okrepljen zeleno fluorescirajoči protein (EGFP; angl. Enhanced Green 
Fluorescent Protein) in promotorske regije tega gena. Velik je 4733 bp ter vsebuje 
bakterijski rezistenci proti kanamicinu in neomicinu. Izbrani gen za reporterski protein 
EGFP, katerega izražanje smo opazovali 24 ur po transfekciji, je pod nadzorom 
konstitutivnega citomegalovirusnega (CMV) promotorja. 
 
Predhodno transformiran plazmid pEGFP v kompetentne celice bakterije Escherichia coli 
(TOP10, Life Technologies, Carlsbad, CA, ZDA) smo v obliki trajne bakterijske kulture 
hranili pri -80 °C. Z gojenjem E. coli v gojišču Luria-Bertani (LB), z dodatkom selektivnega 
antibiotika kanamicina pri 37 °C smo plazmid namnožili, ga nato izolirali ter očistili po 
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navodilu za komplet JetStar Plasmid Purification Kit (Genomed, FL, ZDA). Kvaliteto in 
količino izoliranega plazmida smo določili spektrofotometrično (Epoch Microplate 
Spectrophotometer, Take3™ Micro-Volume Plate, BioTek, Bad Friedrichshall, Nemčija) ter 
z agarozno gelsko elektroforezo. pDNA smo redčili v vodi brez endotoksinov do 
koncentracije 1 μg/μl in jo hranili v zamrzovalniku (-20 °C). 
 
3.3 METODE TRANSFEKCIJE 
 
3.3.1 Genski elektroprenos pEGFP in vitro (GET) 
 
Monosloj celične linije mišjega melanoma smo tripsinizirali, centrifugirali (1500 rpm, 5 
minut pri sobni temperaturi) in pelet resuspendirali v 5 ml hladnega (4 °C) 
elektroporacijskega pufra (EP-pufer; 125 mmol/l saharoze, 10 nmol/l KHPO4, 2,5 nmol/l 
KH2PO4, 2 mmol/l MgCl2 x 6H2O). Celično suspenzijo smo ponovno centrifugirali (1500 
rpm, 5 minut), odlili supernatant, odpipetirali preostanek EP-pufra in pelet (odvisno od 
velikosti) resuspendirali v 150–200 μl EP-pufra (pH 7,2; osmolalnost 160 mOsm/kg; 
prevodnost 2,1 mS/cm). Od tega koraka dalje smo celice hranili na ledu. 
 
Pripravili smo si 100-kratno redčitev vzorca in celice prešteli s pomočjo hemocitometra. Za 
izvedbo ene elektroporacije smo potrebovali 1x106 celic v 40 μl EP-pufra in 10 μg plazmida. 
Z avtomatsko pipeto smo natančno izmerili volumen celične suspenzije. Iz izmerjenega 
volumna in koncentracije preštetih celic smo izračunali maksimalno število vseh izvedljivih 
elektroporacij. Za izračun končnega volumna smo število elektroporacij pomnožili s 40 µl, 
od tega odšteli izmerjen volumen celične suspenzije in celicam dodali manjkajoč volumen 





     x ⋅ 40 µl = Vk     Vk − Vi = Vep 
x    število preštetih celic (število EP) 
Vi/Vk    izmerjen/končni volumen 
Vep    dodan volumen EP-pufra 
 
V 5 mikrocentrifugirk smo odpipetirali po 44 μl pripravljene celične suspenzije (25x106 
celic/ml). Za vsako podvrsto celične linije mišjega melanoma smo si pripravili po 2 
neterapevtski skupini (kontrolna skupina celic – CTRL, skupina celic s plazmidom – 
pEGFP) in 3 terapevtske skupine (skupina elektroporiranih celic brez – EP in skupina 
elektroporiranih celic s plazmidom 2 x pEGFP + EP). Tik pred prvim poskusom GET smo 
vzorcem dodali 11 μl pEGFP oziroma 11 μl fiziološke raztopine za kontrolni skupini (CTRL, 
EP) (Preglednica 2). 50 μl mešanice za EP (1x106 celic in 10 µg plazmida) smo odpipetirali 
med dve sterilni ploščati elektrodi iz nerjavečega jekla v razmiku 2 mm, ki sta bili vpeti v 
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elektroporator GT-01 (Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v Ljubljani, Ljubljana, 
Slovenija). Celicam smo dovedli 8 pravokotnih električnih pulzov s parametri: 
 
- Število pulzov (Ni = 8) 
- Število pulziranj (Ns = 8) 
- Napetost (U = 120 V;  razmerje med amplitudo in razdaljo 600 V/cm) 
- Trajanje pulza (Ti = 5000 μs) 
- Ponovitvena frekvenca (Di = 1 Hz) 
 
Po GET smo celice iz elektrod stresli na 6 cm petrijeve plošče in jih inkubirali v 100 µl FBS. 
Po 5-ih minutah inkubacije pri sobni temperaturi smo jim dodali še 3 ml gojišča AMEM. 
Elektroporirane celice, iz katerih smo 4 ure po GET izolirali celokupno RNA, smo nasadili 
na »ultra-low attachment« ploščo s 24-imi vdolbinicami z zmanjšano možnostjo pritrjevanja 
celic (Corning, Incorporated Corning, ZDA). Po vsaki elektroporaciji smo elektrodi sprali v 
70 % etanolu in ju obrisali s sterilno gazo. Pri neterapevtskih skupinah celic, ki jih nismo 
elektroporirali, smo 50 μl mešanice neposredno prenesli na 6 cm petrijeve plošče ali »ultra-
low attachment« ploščo s 24-imi vdolbinicami in jih prav tako inkubirali v FSB in gojišču 
AMEM. Plošče smo dobro premešali ter jih postavili v inkubator (37°C, 5 % CO2) za 24 ur. 
 
Preglednica 2: Eksperimentalne skupine za GET s pripravljeno raztopino in število elektroporacij. 
Pri vsakem GET smo izvedli elektroporacijo celic v odsotnosti plazmida (EP) in s plazmidom (pEGFP + EP). 
Pripravili smo tudi dve neterapevtski skupini; kontrolno skupino celic brez (CTRL) in s plazmidom (pEGFP). 
 
3.3.2 Transfekcija s transfekcijskim sistemom K2® (K2) 
 
24 ur pred transfekcijo s transfekcijskim sistemom K2® (Biontex Laboratories GmbH, 
Martinsried, Nemčija) smo celice tripsinizirali, centrifugirali (1500 rpm, 5 minut pri sobni 
temperaturi) in pelet resuspendirali v gojišču AMEM. Po izračunu smo 8x104 celic nasadili 
na ploščo s 24-imi vdolbinicami (Corning Incorporated Corning, NY, ZDA) in dodali 1 ml 
AMEM/vdolbino. Celice smo inkubirali preko noči pri 37 °C in 5 % CO2, da so dosegle 90 
% konfluentnost. Naslednji dan smo v vsako vdolbinico na plošči napipetirali 9,5 μl 
raztopine K2®-Multiplier ter celice inkubirali 2 uri (37 °C, 5 % CO2). Medtem smo si za 
vsako paralelko pripravili po dve ločeni raztopini (A, B) (Preglednica 3): 
 
- raztopina A je vsebovala 28,5 μl gojišča Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, ZDA) in 0,5 μg pDNA, 
Skupina Raztopina v mikrocentrifugirki Število EP 
CTRL 44 μl celične suspenzije + 11 μl fiziološke raztopine 0 
pEGFP 44 μl celične suspenzije + 11 μl pEGFP 0 
EP 44 μl celične suspenzije + 11 μl fiziološke raztopine 1 
pEGFP + EP 44 μl celične suspenzije + 11 μl pEGFP 2 
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- raztopina B pa 28,5 μl gojišča DMEM in 2,28 μl K2® transfekcijskega reagenta 
(Biontex). 
 
Neposreden stik nukleinskih kislin z materialom mikrocentrifugirke bi lahko poškodoval 
krožno dvovijačno DNA, zato smo v mikrocentrifugirke najprej odpipetirali gojišče brez 
seruma (DMEM), šele nato pDNA. Raztopino A smo prenesli v mikrocentrifugirko z 
raztopino B, vsebino rahlo premešali s pipetiranjem in inkubirali 15–20 minut pri sobni 
temperaturi, da so se tvorili lipopleksi. Po inkubaciji smo mešanice lipopleksov neposredno 
odpipetirali k celicam z Multiplier-jem. Plošče smo krožno premešali in celice do nadaljnjih 
analiz gojili v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2). 
 
Preglednica 3: Priprava raztopin (A, B) posameznih skupin za transfekcijski sistem K2®. 
Skupina Raztopina A Raztopina B Multiplier 
CTRL 59,78 μl DMEM   
pEGFP 28,5 μl DMEM + 0,5 μl pEGFP 30,78 μl DMEM   
K2 29 μl DMEM 28,5 μl DMEM + 2,28 μl K2   
pEGFP + K2 28,5 μl DMEM + 0,5 μl pEGFP 28,5 μl SFM + 2,28 μl K2   
Naveden je volumen ene vdolbinice na plošči. 
 
3.3.3 Lipofekcija z uporabo reagenta Lipofectamine® 2000 (LF) 
 
24 ur pred lipofekcijo z reagentom Lipofectamine® 2000 (LF; Invitrogen Life Technologies, 
ZDA) smo celice tripsinizirali, centrifugirali (1500 rpm, 5 minut pri sobni temperaturi) in 
8x104 celic nasadili na ploščo s 24-imi vdolbinicami. Celice smo inkubirali preko noči pri 
37 °C in 5 % CO2. Ko so dosegle 90–95 % konfluentnost, smo izvedli transfekcijo. V 50 μl 
gojišča DMEM smo razredčili 2 μl reagenta LF in po 5-ih minutah inkubacije pri sobni 
temperaturi raztopino z LF združili z raztopino pDNA, ki smo jo pred tem pripravili iz 50 μl 
gojišča DMEM in 1 μl pDNA (Preglednica 4). Mešanice smo rahlo premešali in inkubirali 
15–20 minut pri sobni temperaturi, da so se tvorili lipopleksi. Končni volumen lipopleksov 
100 μl v razmerju 1 : 2 (pDNA : LF) smo odpipetirali v ustrezno vdolbinico na plošči. Ploščo 
smo rahlo premešali ter celice gojili v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2). Kemijski metodi smo 
izvajali sočasno, da smo zagotovili enake pogoje transfekcije. 
 
Preglednica 4: Priprava raztopin (A, B) posameznih skupin za lipofekcijo. 
Skupina Raztopina A Raztopina B 
CTRL 100 μl DMEM 
pEGFP 50 μl DMEM + 1 μl pEGFP 52 μl DMEM 
LF 51 μl DMEM 50 μl DMEM + 2 μl LF 
pEGFP + LF* 50 μl DMEM + 1 μl pEGFP 50 μl DMEM + 2 μl LF 
Naveden je volumen ene vdolbinice na plošči. *Kompleksi pDNA in kationskih lipidov so na sobni temperaturi 
stabilni do 6 ur. 
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3.3.4 Kombinacija transfekcijskih metod 
 
3.3.4.1 Ugotavljanje učinkov komponente K2®-Multiplier v kombinaciji z GET 
 
Z namenom ugotavljanja učinka komponente Multiplier-ja v kombinaciji z elektroporacijo 
je bila izvedena manjša sprememba standardnega protokola GET in vitro. Na »ultra-low 
attachment« ploščo s 24-imi vdolbinicami smo nasadili 3x106 celic. Skupaj 120 μl zmesi 
(3x106 celic in 101 μl EP-pufra) smo inkubirali 2 uri ob dodatku 19 μl Multiplier-ja (37 °C, 
5 % CO2). 50 μl zmesi (1x106 celic v 40 μl EP-pufra z Multiplier-jem in 10 μg pEGFP) smo 
nato izpostavili pulzom ter celice inkubirali (37 °C, 5 % CO2) v FBS in gojišču AMEM. 
 
3.3.4.2 Transfekcija s transfekcijskim sistemom K2® brez uporabe K2®-Multiplier-ja 
 
Proizvajalec transfekcijskega sistema K2® zagotavlja, da K2®-Multiplier zmanjšuje 
sposobnost celic, da zaznajo prisotnost tuje DNA v celici. V ta namen smo v magistrski 
nalogi testirali K2®-transfekcijski sistem brez uporabe Multiplier-ja (negativna kontrola). 
Poskus transfekcije smo izvedli na enak način le, da smo celicam dodali samo mešanice 
lipopleksov brez predhodne inkubacije v Multiplier-ju. S tem smo želeli preveriti, ali 
dodatek raztopine K2®-Multiplier zmanjša vpliv na izražanje citosolnih senzorjev in ali ima 
s tem vpliv tudi na učinkovitost transfekcije. 
 
3.4 KVANTITATIVNA ANALIZA S PRETOČNIM CITOMETROM 
 
Učinkovitost transfekcije smo določili 24 ur po transfekciji z analizo s pretočnim 
citometrom, ki je bila opravljena na Oddelku za citopatologijo, Onkološkega inštituta 
Ljubljana. Celice smo tripsinizirali, centrifugirali (1500 rpm, 5 minut pri sobni temperaturi) 
in pelet resuspendirali v PBS (Gibco). V naslednjem koraku smo ponovili centrifugiranje 
(1500 rpm, 5 min) in pelet resuspendirali v PBS. Za neterapevtski skupini smo pripravili 500 
μl vzorca, za terapevtske pa 300 μl homogenega vzorca celic. 
 
Meritve so bile opravljene s FACSCanto II pretočnim citometrom (BD Biosciences, San 
Jose, CA, ZDA) in analizirane s programsko opremo BD FACSDiva V6.1.2. Za ekscitacijo 
in detekcijo fluorescence proteina EGFP smo celice izpostavili 488 nm zračno hlajenemu 
argonskemu laserju, ki emitira svetlobo modre valovne dolžine do 530/30 nm BP filtra (angl. 
band-pass optical filter), ta pa emitirano svetlobo prepušča na PMTs fotodetektor (angl. 
photomultiplier tubes) za branje fluorescence proteina EGFP. PMT pretvori optične signale 
v električne, ki se v obliki grafov izrišejo v programu BD FACSDiva V6.1.2. Z analizo 
vzorcev z dvema parametroma FSC-H/SSC-A (FSC; angl. Forward Scatter Channel, SSC; 
angl. Side Scatter Channel) smo dobili podatek o številu in velikosti viabilnih ter odmrlih 
celic v suspenziji. Iz množice vseh smo izbrali skupino viabilnih celic in glede na njihove 
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lastnosti, na osnovi fluorescenčnega parametra FITC (angl. Fluorescein isothiocyanat), ki 
absorbira modro (488 nm) in emitira zeleno svetlobo (530 nm), kvantificirali delež 
fluorescirajočih celic ter intenziteto fluorescence posameznih celic (Rahman, 2014). 
 
3.5 TEST CITOTOKSIČNOSTI 
 
Preživetje celic smo določili s testom citotoksičnosti 24 h po transfekciji. Celice smo 
obarvali z reagentom Presto Blue, ki omogoča zaznavanje metabolne aktivnosti celic in 
pomerili fluorescenco posameznih skupin, ki je bila sorazmerna deležu preživelih celic, 
izmerjena viabilnost pa je predstavljala citotoksičnost posamezne metode. 
 
Celice smo predhodno tretirali po ustaljenem transkfekcijskem protokolu. Po GET in vitro 
smo jih prenesli na mikrotitrsko ploščo s 96-imi vdolbinicami. V vsako vdolbino smo 
nasadili 4x103 celic in dodali 0,1 ml AMEM/vdolbino. Pred tem smo si za vsako skupino 
pripravili po eno centrifugirko, v katero smo odpipetirali ustrezen volumen celic in gojišče 
AMEM. Vsebino smo prenesli v plastično kadičko, od koder smo z multikanalno pipeto 
odpipetirali po 100 μl pripravljene celične suspenzije v označene vrste na plošči s 96-imi 
vdolbinicami (v 12-ih ponovitvah) (Slika 8). Celice transfecirane s transfekcijskim sistemom 
K2® so ostale pritrjene na plošči s 24-imi vdolbinicami (Slika 9). V zadnjo vrstico ali stolpec 
na plošči smo za slepi vzorec nanesli samo gojišče in plošče inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2 
vlažni atmosferi inkubatorja. 
 
Preživetje celic smo izmerili po 24-ih urah z reagentom Presto Blueᵀᴹ (Life Technologies, 
Carlsbad, ZDA), ki deluje kot indikator viabilnosti celic. Ob vstopu v žive celice izkorišča 
mitohondrijsko aktivnost za redukcijo modre spojine resazurina v rdeč resorufin, ki za 
razliko od prejšnjega fluorescira. Metabolno aktivne celice stalno pretvarjajo Presto Blue, 
medtem ko neaktivne celice ne morejo reducirati indikatorskega barvila, zato ne ustvarjajo 
spremembe signala, ki ga detektiramo. Kemijska pretvorba, ki jo v tem primeru izkoriščamo, 
je značilna samo za viabilne celice, količina izmerjene fluorescence pa je sorazmerna številu 
metabolno aktivnih celic v vzorcu (Invitrogen Life Technologies, 2010). 
 
Presto Blue smo nanašali v temi, saj je izredno občutljiv na svetlobo. V vsako vdolbino smo 
odpipetirali po 10 µl, na ploščo s 24-imi vdolbinicami pa po 20 µl reagenta. Po 1-urni 
inkubaciji celic (37 °C, 5 % CO2) smo s čitalcem mikroplošč (Infinite 200, Tecan, 
Männedorf, Švica) v programu Magellan 6 (ALAMAR fluorescence bottom) pomerili 
intenziteto fluorescence pri ekscitaciji 560 nm in emisiji 590 nm ter meritve obdelali v 
Excelu. Viabilnost celic vsake od eksperimentalnih skupin smo izrazili z deležem preživelih 
celic. Od vsake meritve smo najprej odšteli fluorescenco, ki jo je oddajalo samo gojišče, nato 
pa vrednosti fluorescence posamezne skupine normalizirali na kontrolno netretirano skupino 
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za vsako metodo posebej. Končna fluorescenca skupin, normalizirana na kontrolo, je 
predstavljala delež viabilnih celic. 
 
 
Slika 8: Shema mikrotitrske plošče s 96-imi vdolbinicami (4x103 celic/vdolbinico) za test citotoksičnosti 
elektroporacije. Posamezne skupine: kontrolna skupina celic (CTRL), skupina celic s plazmidom (pEGFP), 
skupina elektroporiranih celic brez (EP) in skupina elektroporiranih celic s plazmidom (pEGFP + EP). 
 
Slika 9: Shema plošče s 24-imi vdolbinicami (8x104 celic/vdolbinico) za test citotoksičnosti transfekcijskega 
sistema K2® (levo) in lipofekcije (desno). Posamezne skupine: kontrolna skupina celic (CTRL), skupina celic 
s plazmidom (pEGFP), skupina celic s transfekcijskim reagentom K2® (K2), skupina celic z reagentom 
Lipofectamine-om® 2000 (LF), skupina celic s transfekcijskim reagentom K2® in plazmidom (pEGFP + K2), 
skupina celic z reagentom Lipofectamine-om® 2000 in plazmidom (pEGFP + LF).  
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3.6 IZRAŽANJE GENA ZA CITOSOLNI SENZOR DDX60 
 
Izražanje gena za citosolni senzor DDX60 smo določili na nivoju celokupne RNA. Iz 
transfeciranih vzorcev, vključno z netransfeciranimi, smo izolirali mRNA in jo v procesu 
reverzne transkripcije s pomočjo encima reverzne transkriptaze prepisali v komplementarno 
DNA (cDNA). Slednjo smo pomnožili s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo, s 
katero smo merili stopnjo izražanja tega gena po izbrani transfekcijski metodi. 
 
3.6.1 Izolacija celokupne RNA 
 
Po vnosu pDNA v celice smo le-te inkubirali 4 ure pri 37 °C in 5 % CO2 na »ultra-low 
attachment« plošči s 24-imi vdolbinicami v primeru GET, ali na plošči s 24-imi vdolbinicami 
v primeru kemijskih metod transfekcije. Izolacija celokupne RNA je potekala po navodilih 
proizvajalca izolacijskega kompleta PureLinkTM RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific). 
Centrifugo smo ohladili na 4 °C. S hladnim RNase away (Life Technologies, Carlsbad, 
ZDA) smo očistili vso delovno površino laminarija, vključno z laboratorijsko opremo ter si 
pripravili 2x5 mikrocentrifugirk brez RNaz, 5 kolon za vezavo RNA, 2x5 zbiralnih 
mikrocentrifugirk in 5 mikrocentrifugirk za eluirano RNA za vsako podvrsto celic posebej. 
 
Pred začetkom izolacije s TRIzol® RNA Isolation Reagent (Thermo Fisher Scientific) smo 
celice po potrebi centrifugirali (1500 rpm, 5 minut pri sobni temperaturi), pelet pa 
resuspendirali v 500 µl reagenta TRIzol. Vzorce smo dobro premešali s pipetiranjem. 
Nastalo homogeno zmes smo odpipetirali v prvih 5 mikrocentrifugirk brez RNaz (angl. 
RNase free) ter jih inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. Vzorcem smo dodali še 100 µl 
kloroforma, jih za 15 sekund pretresli v dlani in inkubirali dodatne 2–3 minute. Celice smo 
nato centrifugirali v ohlajeni centrifugi (15 min, 12.000 x g, 4 °C). Po centrifugiranju so v 
mikrocentrifugirkah nastale tri, med seboj dobro ločene plasti tekočin, od katerih nas je 
zanimala zgornja brezbarvna plast, ki je vsebovala RNA-molekule. 350 μl te plasti smo 
odpipetirali v 5 novih mikrocentrifugirk brez RNaz, ki smo jim dodali enak volumen 70 % 
etanola. Vse skupaj smo premešali z vorteksiranjem. 700 μl vzorca smo prenesli v kolono 
za vezavo RNA (angl. Spin Cartridge) skupaj z zbiralno mikrocentrifugirko (angl. Collection 
tube) in centrifugirali (15 sek, 12.000 x g, 21 °C). 
 
Po centrifugiranju smo vsebino v zbiralni mikrocentrifugirki zavrgli in kolono za vezavo 
RNA postavili nazaj v isto zbiralno mikrocentrifugirko. Vzorce smo sprali s 700 μl pufra za 
spiranje I (Thermo Fischer Scientific), ki smo ga odstranili s centrifugiranjem (15 sek, 
12.000 x g, 21 °C). V naslednjem koraku smo zavrgli vse, kar se je nabralo v 
mikrocentrifugirki, vključno z zbiralno mikrocentrifugirko in kolono za vezavo RNA 
postavili na novo zbiralno mikrocentrifugirko. Vzorcem smo dodali še 500 μl pufra za 
spiranje II z etanolom (Thermo Fischer Scientific) in ponovno centrifugirali (15 sek, 12.000 
x g, 21 °C). Vsebino iz zbiralne mikrocentrifugirke smo zavrgli in ponovili centrifugiranje 
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z isto zbiralno mikrocentrifugirko. Za sušenje membrane kolone z molekulami RNA smo 
vzorce dodatno centrifugirali (1 min, 12.000 x g, 21 °C), zbiralne centrifugirke pa premestili 
na nove mikrocentrifugirke za eluirano RNA (angl. Recovery tube). Eluirali smo tako, da 
smo v sredino mikrocentrifugirke previdno odpipetirali 30 μl vode brez RNaz, vzorce 
inkubirali 1 minuto pri sobni temperaturi in jih nato še enkrat centrifugirali (2 min, 12.000 x 
g, 21 °C). Postopek elucije smo ponovili 2-krat z istimi mikrocentrifugirkami. Izolirane 
vzorce mRNA smo hranili v zamrzovalniku (-80 °C). 
 
3.6.2 Reverzna transkripcija 
 
Predhodno izolirano enovijačno mRNA-molekulo smo v naslednjem koraku prepisali v 
dvovijačno cDNA. Uporabili smo sintezni komplet SuperScript VILO™ cDNA Synthesis 
Kit (Life Technologies) in po navodilu proizvajalca izvedli prepis. 
 
Koncentracijo in čistost celokupne RNA smo izmerili z UV spektrofotometrom (Epoch 
Microplate Spectrophotometer, Gene – Take 3 Session) z merjenjem absorbance pri valovni 
dolžini 260 nm in 280 nm, pri čemer je razmerje absorbanc A260/280 okrog 2,00 pomenilo 
primerno čistost vzorcev. Iz izmerjenih koncentracij RNA smo preračunali volumen RNA 
za prepis, ki je vseboval 250 ng mRNA. Na ledu smo si pripravili vzorce RNA, VILO 
Reaction Mix in SuperScript Enzye Mix iz sinteznega kompleta ter 5 mikrocentrifugirk, v 
katere smo po vrstnem redu odpipetirali volumen dEPC vode (14 μl – X µl RNA), 4 μl 5 x 
VILO Reaction Mix-a, volumen RNA in 2 μl 10 x SuperScript Enzyme Mix-a. 20 μl skupne 
mešanice smo dobro premešali in mikrocentrifugirke vstavili v PCR-aparat. Reverzna 
transkripcija je stekla po programu: 10-minutna inkubacija pri 25 °C / 60-minutna inkubacija 
pri 42 °C / 5-minutna inkubacija pri 85 °C. Prepisano cDNA smo do analize s qPCR hranili 
v zamrzovalniku (-20 °C). 
 
3.6.3 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (qPCR) 
 
Verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR) je prvič predstavil R. Higuchi, leta 
1992. Danes velja za eno najmočnejših tehnologij v molekularni biologiji, saj omogoča hitro, 
enostavno in natančno kvantifikacijo nukleinskih kislin v kompleksnem vzorcu kljub zelo 
nizki začetni koncentraciji izhodiščnega materiala (Fraga in sod., 2008). Visoko občutljiva 
metoda odpira nove možnosti za diagnostiko in zdravljenje raka. Uporablja se pri študijah 
genske ekspresije za klasifikacijo malignih tumorjev (limfomov), pri analizah izražanja 
tumorskih označevalcev za spremljanje bolezni ter pri odkrivanju kromosomskih SNP-jev. 
 
qPCR deluje na principu klasičnega PCR, s to razliko, da količino DNA-pomnožkov meri v 
realnem času med vsakim ciklom s pomočjo fluorescence, ki je ne ugotavljamo po končani 
reakciji na agaroznem gelu, kot pri klasičnem PCR. Označevanje in kvantificiranje nastalih 
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qPCR-pomnožkov poteka s pomočjo fluorescenčnih barvil ali sond. Najpogosteje se 
uporabljajo nespecifična fluorescenčna barvila, kot je na primer SYBR® Green ali pa 
verižno-specifične fluorescenčne sonde, kot je denimo TaqMan. V naši študiji smo uporabili 
barvilo SYBR Green, ki se nespecifično veže v molekule dsDNA, ki nastajajo tekom 
reakcije. Ob vezavi emitira fluorescenco določene valovne dolžine, ki jo zazna optični 
detektor v PCR-aparatu. Ker z vsakim ciklom narašča količina produkta, se posledično 
povečuje tudi intenziteta fluorescence, ki jo detektiramo. Glavna pomanjkljivost uporabe 
nespecifičnih barvil je ta, da senzor v PCR-aparatu ne razlikuje med različnimi produkti 
reakcije, zato je priporočljivo optimizirati qPCR, da se izognemo tvorbi dimerov in 
nespecifičnih produktov (Fraga in sod., 2008). 
 
Analiza qPCR je bila opravljena v laboratoriju Fakultete za vede o zdravju Izola ter v 
laboratoriju Veterinarske fakultete Ljubljana. Za qPCR smo potrebovali osnovno reakcijsko 
mešanico Power SYBRᵀᴹ Green PCR Master MIX (Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific Waltham, MA, USA), začetne oligonukleotide (Primer Mix – forward + reverse 
primer), ki so bili izdelani po naročilu (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, ZDA), 
dEPC vodo in tarčno zaporedje cDNA vseh vzorcev. 
 
Pred izvedbo qPCR smo vzorce cDNA najprej 10-krat redčili. 4 µl vzorcem smo dodali 36 
µl dEPC vode in jih postavili v hladno kadičko. Medtem smo v mikrocentrifugirkah 
pripravili mešanico začetnih oligonukleotidov, ki je vsebovala 4,6 μl dEPC vode, 10 μl 
barvila SYBR Green in 0,4 μl Primer Mix-a. 15 µl te mešanice in 5 µl 10-krat redčenih 
vzorcev smo odpipetirali na ohlajeno mikrotitrsko ploščo s 96-imi vdolbinicami v skupnem 
volumnu 20 µl/vdolbino. Posamezne vzorce cDNA smo nanesli v dveh paralelkah za vsak 
Primer Mix posebej. Poleg vzorcev smo za vsak par začetnih oligonukleotidov odpipetirali 
še NTC-vzorec (non template control), ki je vseboval vse komponente reakcijske mešanice, 
z izjemo vzorca (Slika 10). Namesto tega smo dodali 5 µl dEPC vode. S tem smo želeli 
preveriti, ali začetni oligonukleotidi dimerizirajo. V tem primeru bi se barvilo SYBR Green 
vezalo tudi na dimere začetnika, kar bi pomenilo lažne pozitivne rezultate. 
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Slika 10: Shema mikrotitrske plošče s 96–imi vdolbinicami za qPCR (transfekcijski sistem K2® – zelena barva; 
lipofekcija – modra barva, elektroporacija – rumena barva). Vijolična barva predstavlja NTC-vzorce. 
 
Ploščo smo prekrili s plastično folijo in z napravo Quant Studio 3 thermocycler (Applied 
Biosystems) pričeli z reakcijo qPCR. Protokol je vključeval: 
 
- aktivacijo Uracil-DNA glikozilaze (2 min pri 50 °C), 
- aktivacijo hot start DNA-polimeraze AmpliTaq Gold Enzyme (10 min pri 95 °C), 
- denaturacijo DNA, ki je stekla v 40-ih ciklih (15 sek pri 95 °C) ter 
- prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje verige DNA (1 min pri 60 °C). 
 
Količino tarčne cDNA smo relativno kvantificirali v 40-ih ciklih reakcije z metodo 2-∆∆Ct, ki 
se uporablja za merjenje genskega izražanja (Applied Biosystems, 2011). Rezultate 
pomnožkov qPCR smo spremljal s programom 7300 System (Applied Biosystems). 
Vrednosti smo normalizirali na dva referenčna gena: β-aktin (BA) in gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaza (GAPDH) (Preglednica 5). 
 
Preglednica 5: qPCR z zaporedjem parov začetnih oligonukleotidov. 
qPCR oligonukleotidi Zaporedje začetnih oligonukleotidov (5'→3') 
DDX60 (tarčni gen) DexD/H-box polipeptid 60 F: ACTGGAACACTCGCTTTGG 
  R: GAAGTAGACATCACCCAACAGG 
BA (referenčni gen) beta aktin F: GAAGTGTGACGTTGACATCC 
  R: ACTCATCGTACTCCTGCTTG 
GAPDH (referenčni gen) gliceraldehid-3-fosfat F: TTCACCACCATGGAGAAGGC 
 dehidrogenaza R: GGCATGGACTGTGGTCATGA 
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Izražanje tarčnega in referenčnih genov smo izmerili na osnovi zaznanega fluorescenčnega 
signala, ki se je kopičil med reakcijo. Izmerili smo vrednost Ct. Ct-vrednost nam pove število 
ciklov, pri katerih krivulja produkta doseže nivo fluorescenčnega signala v svoji eksponenti 
fazi. Večja količina tarčne cDNA pomeni manjše število ciklov, potrebnih za detekcijo 
produkta, oziroma nižja vrednost Ct kaže na bolj izražen gen in obratno. 
 
Ct-vrednosti tarčnega in referenčnih genov smo določali med 8-im in 35-im ciklom reakcije 
in jih vnesli v Excel tabelo. Najprej smo primerjali podatke povprečja Ct-vrednosti tarčnega 
gena s povprečjem Ct-vrednosti referenčnih genov za vsako eksperimentalno skupino 
posebej (4a). Dobljeno razliko ∆Ct smo nato normalizirali na kontrolo (4b) in rezultate 
analizirali z metodo 2-∆∆Ct (4c). 
 
∆Ct za posamezen vzorec:   ∆Ct vzorec = Ct tarčni – Ct referenčni 
Normalizacija ∆Ct na kontrolo:  ∆∆Ct = ∆Ct vzorec – ∆Ct kontrola 
Stopnja izražanja:   2-∆∆Ct 
 
Končni rezultat qPCR je predstavljen kot x-kratna sprememba izražanja tarčnega gena v 
posameznem vzorcu glede na kontrolo, ki je bila normalizirana z referenčnim genom. 
Relativno izražanje genov pri kontroli je vedno enako 1 (20 = 1 za kontrolo). Rezultati ostalih 
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3.7 STATISTIČNA ANALIZA 
 
Statistično analizo smo opravili s programom Sigma Plot Software 13.0 (Systat Software, 
London, VB). Statistično značilne razlike med terapevtskimi in neterapevtskimi skupinami 
posamezne metode ter primerjavo metod na obeh celičnih linijah smo ugotavljali s testom 
enosmerne analize variance (One Way ANOVA) in Holm-Sidakovim testom za množično 
primerjavo. Vrednosti P, ki so bile manjše od 0,05 (P<0,05) smo smatrali za statistično 
značilne. Podatke smo prikazali kot srednjo vrednost (AM) s standardno napako (SE). 
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Uspešnost vnosa pDNA smo primerjali in ocenjevali z več parametri. V prvem sklopu 
rezultatov smo ugotavljali učinkovitost transfekcije. Za kvalitativno oceno smo celice 24 ur 
po transfekciji opazovali s fluorescenčnim mikroskopom in jih še isti dan pripravili za 
kvantitativno analizo s pretočnim citometrom. Zanimalo nas je, ali sta število transfeciranih 
celic in intenziteta fluorescence celic po elektroporaciji in transfekciji s transfekcijskim 
sistemom K2® primerljiva, oziroma ali je stopnja izražanja reporterskega proteina med 
obema metodama primerljiva. V drugem sklopu rezultatov smo z merjenjem viabilnosti celic 
24 ur po transfekciji ovrednotili citotoksičen učinek metode in določili delež preživelih celic 
ter v zaključku s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo preverili prisotnost in aktivacijo 
citosolnega senzorja DDX60. 
 
4.1 UČINKOVITOST TRANSFEKCIJE 
 
Učinkovitost transfekcije smo določili na dva načina, in sicer smo s pomočjo fluorescenčne 
mikroskopije potrdili prisotnost reporterskega proteina EGFP v transfeciranih celicah ter 
njegovo izražanje v celicah kvantificirali s pretočnim citometrom, s katerim smo določili 
delež uspešno transfeciranih celic in srednjo vrednost intenzitete fluorescence EGFP. 
 
4.1.1 Spremljanje reporterskega proteina EGFP v celicah s fluorescenčno 
mikroskopijo 
 
Pred pripravo vzorcev za analizo s pretočnim citometrom, smo za boljšo vizualizacijo celice 
pregledali s fluorescenčnim mikroskopom (Olympus IX-70, Hamburg, Nemčija). Slike smo 
zajeli pod vidno svetlobo in nato še pod fluorescenco 400 nm z ustreznimi filtri (ekscitacija 
460–490 nm, emisija: 505 nm) pod 100-kratno povečavo objektiva. Transfecirane celice, ki 
so 24 ur po transfekciji uspešno privzele pEGFP in izražale gen za reporterski protein EGFP, 
smo zaznali pod fluorescenčno svetlobo v obliki zeleno-fluorescenčnega signala (Slika 11, 
12). Za primerjavo smo pregledali celice pod vidno svetlobo v istem vidnem polju. 
 
EGFP smo zaznali samo v terapevtskih skupinah viabilnih celic, ki so vsebovale plazmid 
(pEGFP + EP, pEGFP + K2, pEGFP + LF). Pri neterapevtskih skupinah (CTRL, pEGFP) 
nismo opazili fluorescence, prav tako tudi ne pri terapevtski skupini, ki je vsebovala samo 
transfekcijski reagent (K2, LF) ali je bila izpostavljena samo električnim pulzom brez 
plazmida (EP). Iz tega vidika nam je fluorescenčna mikroskopija služila le kot kontrola 
uspešnosti izvedbe transfekcijskega protokola, s katero smo potrdili pravilnost priprave vseh 
eksperimentalnih skupin ter eksperimentalnega dela v celoti. Sliki 12 in 13 prikazujeta 
izražanje EGFP v terapevtskih skupinah viabilnih celic s plazmidom. 
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Delež uspešno transfeciranih celic, ki so izražale EGFP, se je razlikoval že po pregledu celic 
s fluorescenčnim mikroskopom. Znatno večje število transfeciranih celic smo opazili po 
transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® in lipofekciji z Lipofectamine-om® 2000. 
Transfekcija s transfekcijskim sistemom K2® je bila uspešna ne glede na podvrsto celic in 
primerljiva z lipofekcijo (Slika 11b, 12b). Za razliko od obeh kemijskih metod je bil delež 
fluorescentnih celic po GET pEGFP in vitro opazno nižji, še posebej pri celicah B16F1 
(Slika 11a). Čeprav so posnetki elektroporiranih celic kazali na videz slabšo učinkovitost 
transfekcije, je potrebno upoštevati, da z elektroporacijo zelo agresivno delujemo na celice, 
kar pojasnjuje precejšen delež neviabilnih celic po tretiranju (Slika 11a, 12a). Po pregledu 
celic s fluorescenčnim mikroskopom smo opazili tudi, da so najšibkejši fluorescenčni signal 
izražale celice transfecirane z reagentom Lipofectamine-om® 2000. Opazno nižjo intenziteto 
fluorescence so izražale celice B16F1 (Slika 11c, 12c). S spremljanjem izražanja EGFP v 
celicah smo pridobili zgolj kvalitativno oceno o učinkovitosti vnosa pDNA v celice. Ker 
celic z mikroskopom nismo šteli ali upoštevali razmerja viabilnih in transfeciranih celic, 
analiza s fluorescenčnim mikroskopom ni zadostovala za končno oceno uspešnosti vnosa 
pDNA v celice. Za boljši vpogled v potencial transfekcije smo celice pripravili za analizo s 
pretočnim citometrom, s katerim smo natančno kvantificirali oba parametra. 
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Slika 11: Spremljanje reporterskega proteina EGFP v mišjih melanomskih celicah B16F1 s 
fluorescenčnim mikroskopom Olympus IX-70, 24 ur po transfekciji z elektroporacijo (EP), s 
transfekcijskim sistemom K2® (K2) in lipofekcijo (LF). Slike predstavljajo terapevtske skupine celic 
s plazmidom pod vidno svetlobo (levo) in fluorescenco 400 nm (desno) pod 100-kratno povečavo 
objektiva. Celica, ki je izražala gen za reporterski protein EGFP (označena s puščico) in ne-
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Slika 12: Spremljanje reporterskega proteina EGFP v mišjih melanomskih celicah B16F10 s 
fluorescenčnim mikroskopom Olympus IX-70, 24 ur po transfekciji z elektroporacijo (EP), s 
transfekcijskim sistemom K2® (K2) in lipofekcijo (LF). Slike predstavljajo terapevtske skupine celic 
s plazmidom pod vidno svetlobo (levo) in fluorescenco 400 nm (desno) pod 100-kratno povečavo 
objektiva. Celica, ki je izražala gen za reporterski protein EGFP (označena s puščico) in ne-
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4.1.2 Določanje učinkovitosti transfekcije s kvantitativno analizo s pretočnim 
citometrom 
 
Vpliv izbrane metode na učinkovitost transfekcije smo izmerili s pretočnim citometrom. 
Kvantificirali smo delež fluorescirajočih celic in intenziteto fluorescence posameznih celic 
v populaciji viabilnih celic. Na osnovi kontrolnih celic, ki niso fluorescirale, smo določili 
mejo med fluorescirajočimi in nefluorescirajočimi celicami in tako razlikovali med celicami, 
ki so izražale gen za EGFP od tistih, ki niso. Intenziteta fluorescenčnega signala EGFP, 
določenega na osnovi fluorescenčnega parametra FITC, je predstavljala srednjo vrednost ali 
mediano intenzitete fluorescence EGFP (MFI; angl. Median Fluorescence Intensity). 
Izmerjene vrednosti MFI smo normalizirali na kontrolno skupino za vsak postopek 
transfekcije posebej. Učinkovitost transfekcije smo določili z dvema parametroma, tj. z 
deležem transfeciranih celic in mediano intenzitete fluorescence, ki je predstavljala posredno 
meritev količine EGFP v celicah. 
 
4.1.2.1 Delež transfeciranih celic 
 
Učinkovitost ali stopnjo transfekcije smo določili z deležem uspešno transfeciranih celic, 
torej tistih celic, ki so uspešno prevzele pEGFP in izražale gen za reporterski protein EGFP. 
Z uporabo različnih metod vnosa pDNA smo uspešno transfecirali obe podvrsti celic, vendar 
je bila stopnja transfekcije odvisna od transfekcijskega protokola in od podvrste celic. 
Rezultati na podvrsti celic B16F1 so pokazali statistično značilne razlike med vsemi 
transfekcijskimi protokoli (Slika 13). Največji delež transfeciranih celic smo določili po 
transfekciji z reagentom Lipofectamine-om® 2000, kjer je bilo transfeciranih 40,7 % celic. 
Po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® je bil delež transfeciranih celic statistično 
značilno večji v primerjavi z elektroporacijo. Stopnja transfekcije je bila 30,7 %, po 
elektroporaciji pa le 18,9 %. Če pa primerjamo delež transfeciranih celic B16F10, 
ugotovimo, da v stopnji transfekcije med elektroporacijo in transfekcijskim sistemom K2® 
ni bilo statistično značilnih razlik (Slika 14). Delež transfeciranih celic je po transfekciji s 
transfekcijskim sistemom K2® znašal 32,5 %, po elektroporaciji pa 36,6 %. Tudi na celicah 
B16F10 smo statistično značilno največji delež transfeciranih celic določili po transfekciji z 
reagentom Lipofectamine-om® 2000, kjer je bilo transfeciranih 55 % celic. 
 
4.1.2.2 Intenziteta fluorescence 
 
Intenzitete fluorescence je sorazmerna s količino reporterskega proteina EGFP, prisotnega v 
celicah; večja vrednost MFI pomeni tudi večjo količino EGFP, ki se je izražal v celicah. MFI 
se je razlikovala glede na metodo transfekcije. Na podvrsti celic B16F1 je bila intenziteta 
fluorescence statistično značilno najnižja po transfekciji z reagentom Lipofectamine-om® 
2000, in sicer 6098 a.u. Po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® ni bilo statistično 
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značilnih razlik v intenziteti fluorescence v primerjavi z elektroporacijo (Slika 13). MFI je 
po elektroporaciji znašala 15302 a.u., po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® pa 
17888 a.u. Če pa primerjamo intenziteto fluorescence celic B16F10, ugotovimo, da so 
najvišjo intenziteto fluorescence izražale celice izpostavljene transfekcijskemu sistemu K2®, 
in sicer 15319 a.u. (Slika 14). MFI celic je po elektroporaciji znašala 10994 a.u., po 
lipofekciji pa 8569 a.u. Tudi pri bolj metastazirajoči podvrsti celic je bila intenziteta 
fluorescence celic po lipofekciji nižja v primerjavi s transfekcijskim sistemom K2®. 
 
Z rezultati kvantitativne analize s pretočnim citometrom smo podprli predhodne ugotovitve 
z mikroskopiranjem, da je število transfeciranih celic po transfekciji s transfekcijskim 
sistemom K2® in lipofekciji večje v primerjavi z elektroporacijo in da so najšibkejši 
fluorescenčni signal izražale celice transfecirane z reagentom Lipofectamine-om® 2000. 
 
 
Slika 13: Učinkovitost transfekcije celic B16F1 po elektroporaciji (EP), po transfekciji s transfekcijskim 
sistemom K2® (K2) in lipofekciji (LF). Učinkovitost transfekcije je prikazana z dvema diagramoma. Stolpčni 
diagram prikazuje delež transfeciranih celic (leva y os), točkasti diagram pa mediano intenzitete fluorescence 
proteina EGFP (desna y os). (*) prikazujejo statistično značilne razlike v deležu transfeciranih celic v 
primerjavi z ostalimi metodami (Holm Sidakov t-test, p<0,050, N=6). (**) prikazujejo statistično značilne 
razlike v mediani intenzitete fluorescence v primerjavi z ostalimi metodami (Holm Sidakov t-test, p<0,050, 
N=6) (a.u., arbitrary units of fluorescence). 
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Slika 14: Učinkovitost transfekcije celic B16F10 po elektroporaciji (EP), po transfekciji s transfekcijskim 
sistemom K2® (K2) in lipofekciji (LF). Učinkovitost transfekcije je prikazana z dvema diagramoma. Stolpčni 
diagram prikazuje delež transfeciranih celic (leva y os), točkasti diagram pa mediano intenzitete fluorescence 
proteina EGFP (desna y os). (*) prikazujejo statistično značilne razlike v deležu transfeciranih celic v 
primerjavi z ostalimi metodami (Holm Sidakov t-test, p<0,050, N=6). (**) prikazujejo statistično značilne 
razlike v mediani intenzitete fluorescence v primerjavi z ostalimi metodami (Holm Sidakov t-test, p<0,050, 
N=6) (a.u., arbitrary units of fluorescence). 
 
Ugotovili smo, da je bilo število transfeciranih celic po elektroporaciji primerljivo s številom 
transfeciranih celic po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2®, vendar samo na 
celicah B16F10 (Slika 14) in obratno, stopnja izražanja reporterskega proteina je bila po 
elektroporaciji primerljiva s stopnjo izražanja reporterskega proteina po transfekciji celic s 
transfekcijskim sistemom K2®, vendar samo na celicah B16F1 (Slika 13). 
 
4.1.2.3 Učinkovitost transfekcije na celični liniji mišjega melanoma 
 
Rezultati so pokazali, da se lahko en in/ali drugi parameter razlikuje/ta med podvrstama 
celične linije mišjega melanoma. Po GET pEGFP in vitro smo dokazali statistično značilne 
razlike v deležu transfeciranih celic med obema podvrstama celic, medtem ko se intenziteta 
fluorescence med obema podvrstama celic ni razlikovala. Število celic B16F10, ki so 
izražale reporterski protein EGFP, je bilo približno 2-krat večje od števila transfeciranih celic 
B16F1 (Slika 15), kar kaže na večjo učinkovitost vnosa pDNA z elektroporacijo na celicah 
z višjim metastatskim potencialom. Z uporabo transfekcijskega reagenta Lipofectamine-a® 
2000 so se statistično značilne razlike pojavile v obeh parametrih. Tako delež transfeciranih 
celic kot intenziteta fluorescence sta bili statistično značilno večji na celicah z višjim 
metastatskim potencialom. Metoda lipofekcije je bila bolj učinkovita na celicah z višjim 
metastatskim potencialom. V nasprotju z elektroporacijo in lipofekcijo, učinki transfekcije s 
transfekcijskim sistemom K2® niso pokazali statistično značilnih razlik med obema 
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podvrstama celic, ne v številu transfeciranih celic, kot tudi ne v intenziteti fluorescence. S 
transfekcijskim sistemom K2® transfecirane celice so odgovarjale na enak način, tj. z enako 
učinkovitostjo ali stopnjo transfekcije in enako intenziteto fluorescence ali stopnjo izražanja 
reporterskega proteina (Slika 15). 
 
 
Slika 15: Učinkovitost transfekcije celic B16F1 in B16F10 po elektroporaciji (EP), po transfekciji s 
transfekcijskim sistemom K2® (K2) in lipofekciji (LF). Stolpčni diagram prikazuje delež transfeciranih celic 
(leva y os), točkasti diagram pa mediano intenziteto fluorescence proteina EGFP (desna y os). (*) prikazujejo 
statistično značilne razlike v deležu transfeciranih celic in mediani intenzitete fluorescence v primerjavi z 
ostalimi metodami (Holm-Sidakov t-test; p<0,050, N=6). (**) prikazujejo statistično značilne razlike med 
dvema označenima skupinama (Holm-Sidakov t-test; p<0,050, N=6). 
 
4.2 CITOTOKSIČNOST ELEKTROPORACIJE, TRANSFEKCIJSKEGA SISTEMA 
K2® IN LIPOFEKCIJE 
 
V drugem sklopu rezultatov smo s testom citotoksičnosti in spektrofotometričnim merjenjem 
fluorescence posameznih eksperimentalnih skupin, ugotavljali vpliv transfekcijskega 
protokola na preživetje celic. Za statistično primerjavo rezultatov meritev viabilnosti 
elektroporacije, transfekcijskega sistema K2® in kontrolne metode lipofekcije smo meritvam 
fluorescence najprej odšteli fluorescenco, ki jo je oddajalo samo gojišče in posamezne 
vrednosti normalizirali na povprečje kontrolne skupine za vsak postopek transfekcije 
posebej. V vsaki eksperimentalni skupini je bila viabilnost celic izražena z odstotkom 
preživelih celic. Citotoksičen učinek smo ugotavljali pri različnih eksperimentalnih skupinah 
(Slika 16, 17) in med različnimi transfekcijskimi metodami, s primerjavo samo terapevtskih 
skupin celic s plazmidom (pEGFP + EP, pEGFP + K2, pEGFP + LF) (Slika 18). 
 
4.2.1 Citotoksičnost elektroporacije 
 
Za ugotavljanje citotoksičnosti elektroporacije smo rezultate testa normalizirali na povprečje 
kontrolne skupine. Še posebej sta nas zanimali skupina celic, pri kateri smo izvedli GET 
pEGFP in vitro kot transfekcijske metode (pEGFP + EP) in skupina samo elektroporiranih 
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celic v suspenziji (EP), s katero smo želeli preveriti vpliv električnih pulzov na preživetje 
celic. Rezultati so zbrani na stolpčnem diagramu in prikazujejo preživetje celic 24 ur po 
elektroporaciji (Slika 16). 
 
Slika 16: Preživetje celic B16F1 in B16F10 po GET pEGFP in vitro. Stolpčni diagram prikazuje viabilnost 
posamezne eksperimentalne skupine. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti s standardno napako. (*) 
prikazuje statistično značilne razlike glede na kontrolo (Holm-Sidakov t-test; p<0,001), (**) prikazujejo 
statistično značilne razlike glede na kontrolo in skupino EP (Holm-Sidakov t-test; p<0,001), (#) prikazujejo 
statistično značilne razlike med dvema označenima skupinama (Holm-Sidakov t-test; p<0,001). 
 
Rezultati so pokazali, da uporaba 8 samostojnih pravokotnih električnih pulzov z napetostjo 
600 V/cm, trajanjem pulza 5000 µs in ponovitveno frekvenco 1 Hz, močno zmanjša 
preživetje obeh podvrst celične linije mišjega melanoma v primerjavi s kontrolno skupino 
(Slika 16). Delež preživelih celic se je pri podvrsti celic B16F1 znižal na 45 %, pri celični 
podvrsti B16F10 pa na 27 %. Razlike med elektroporiranimi celicami in kontrolno skupino 
so bile statistično značilne (Slika 16). 
 
Po elektroprenosu pDNA smo opazili še manjši delež preživelih celic. GET pEGFP in vitro 
močno zmanjša preživetje obeh podvrst celične linije mišjega melanoma. Preživetje celic 
B16F1 se je ob uporabi električnih pulzov in dodatku pDNA zmanjšalo za več kot dve tretjini 
v primerjavi s kontrolo. Prav tako je razlika očitna tudi na celicah z višjim metastatskim 
potencialom, kjer je bil citotoksičen učinek elektroporacije ob dodatku plazmida še večji. 
Delež preživetja celic B16F10 se je zmanjšal za več kot devet desetin, oziroma za več kot 
90 % glede na kontrolo. Po GET pEGFP in vitro je preživelo 30 % celic B16F1 in 8,5 % 
celic B16F10. V primerjavi s skupino samo elektroporiranih celic (EP) je bil delež preživelih 
celic po GET pEGFP in vitro statistično značilno manjši. Električni pulzi ob dodatku pEGFP 
so bili za celice bolj toksični od uporabe samih električnih pulzov. Nasprotno, pa dodatek 
pEGFP za celice v suspenziji ni bil toksičen. 
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Ugotovili smo, da ima elektroporacija pod enakimi pogoji različen citotoksičen učinek v 
odvisnosti od podvrste celic (Slika 16). Vpliv elektroporacije na preživetje celic B16F1 je 
bil statistično značilno manjši kot pri celicah B16F10 – le-teh je preživelo približno 3,5-krat 
manj kot B16F1. Podobno razmerje opazimo tudi pri skupini samo elektroporiranih celic. 
Električni pulzi so imeli skoraj 2-krat večji citotoksičen vpliv na preživetje celic z višjim 
metastatskim potencialom. Na podlagi tega lahko sklepamo, da so bile na elektroporacijo 
bolj občutljive celice z višjim metastatskim potencialom. 
 
4.2.2 Citotoksičnost transfekcijskega sistema K2® in lipofekcije z reagentom 
Lipofectamine-om® 2000 
 
Vse opazovane skupine, skupino s plazmidom (pEGFP), transfekcijskim reagentom (K2, 
LF) in dodatka obeh (pEGFP + K2, pEGFP + LF), smo primerjali z netretiranimi, 
kontrolnimi celicami. Rezultati testa citotoksičnosti niso pokazali statistično značilnih razlik 
v deležu preživelih celic po vnosu pDNA s transfekcijskim sistemom K2® ali z reagentom 
Lipofectamine-om® 2000. Preživetje celic se ni spremenilo pri nobeni od eksperimentalnih 
skupin (Slika 17). 
Slika 17: Preživetje celic B16F1 in B16F10 po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® in lipofekciji z 
Lipofectamine-om® 2000. Stolpčni diagram prikazuje viabilnost celic posamezne eksperimentalne skupine. 
Rezultati so podani kot povprečne vrednosti s standardno napako. Pri obeh metodah ni prišlo do statistično 
značilnih razlik v primerjavi s kontrolo. 
 
4.2.3 Primerjava citotoksičnosti elektroporacije, transfekcijskega sistema K2® in 
kontrolne metode lipofekcije 
 
Test citotoksičnosti je pokazal statistično značilne razlike v izmerjeni viabilnosti celic med 
kemijskima in fizikalno metodo transfekcije. Viabilnost celic, ki smo jo izrazili z deležem 
preživelih celic, se je po GET pEGFP in vitro močno zmanjšala pri obeh podvrstah celic. Za 
razliko od elektroporacije je bil delež preživelih celic po transfekciji s transfekcijskim 
sistemom K2® statistično značilno večji. Enake rezultate smo dobili tudi z metodo 
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lipofekcije. Glede na rezultate lahko potrdimo, da obe kemijski metodi nista imeli 
neposrednega citotoksičnega vpliva na celice, kar potrjuje uspešnost in vitro transfekcije s 
kationskimi lipidi. Primerjava citotoksičnosti transfekcijskega sistema K2® in lipofekcije je 
sicer pokazala statistično značilno razliko v deležu preživelih celic. Lipofekcija je celo 
povečala delež preživetja melanomskih celic na 120 %, vendar zaradi visoke viabilnosti celic 
po tretiranju rezultate transfekcijskega sistema K2® interpretiramo za primerljive s kontrolno 
metodo lipofekcije. Prav zaradi tako visoke viabilnosti celic po transfekciji s kemijskimi 
metodami, je za naše rezultate pomembna samo razlika z elektroporacijo (Slika 18). 
 
Slika 18: Primerjava preživetja celic po vnosu pEGFP z elektroporacijo (EP), s transfekcijskim sistemom (K2) 
K2® in lipofekcijo (LF) 24 ur po transfekciji. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti s standardno napako. 
(*) prikazuje statistično značilne razlike med vsemi metodami (Holm-Sidakov t-test; p<0,001), (**) prikazujejo 
statistično značilne razlike med vsemi metodami pri celicah B16F10 (Holm-Sidakov t-test; p<0,001), (#) 
prikazujejo statistično značilne razlike med dvema označenima skupinama (Holm-Sidakov t-test; p<0,001). 
 
4.3 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI CITOSOLNEGA SENZORJA DDX60 
 
V tretjem sklopu rezultatov smo z metodo qPCR ugotavljali prisotnost in stopnjo izražanja 
gena za specifični citosolni senzor DDX60 po GET pEGFP in vitro in transfekciji celic s 
transfekcijskim sistemom K2®. Zanimalo nas je, ali se izbrani gen za citosolni protein izraža 
v celicah transfeciranih s tem sistemom ali ne. Transfekcijski sistem K2® naj bi temeljil na 
zmanjšanju sposobnosti celic, da zaznajo tujo DNA, v našem primeru plazmida pEGFP. 
Stopnjo izražanja DDX60 smo določili na nivoju mRNA s faktorjem povišanega izražanja 
(FPI) za vse tri terapevtske skupine celic s plazmidom (pEGFP + EP, pEGFP + K2, pEGFP 
+ LF), normalizirane na kontrolno skupino. Rezultati so prikazani v Preglednici 6. 
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Preglednica 6: Faktor povišanega izražanja DDX60 po vnosu pEGFP z elektroporacijo (EP), s transfekcijskim 
sistemom K2® (K2) in lipofekcijo (LF). Rezultati so podani kot povprečje s standardno napako. (*) prikazujejo 
statistično značilne razlike v primerjavi s skupino pEGFP + K2 (Holm-Sidakov t-test; p<0,050, N=število 
vzorcev). 
DDX60, DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60. 
 
Rezultati eksperimentalnega dela so pokazali, da se izražanje gena za citosolni senzor 
DDX60 po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® ne poveča. Njegovo izražanje 
ostane nespremenjeno pri obeh podvrstah celic, ali je celo manjše od izražanja kontrolne 
skupine. Iz tega lahko sklepamo, da se po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® 
povsem izognemo aktivaciji gena DDX60 in med obema podvrstama celic ne izzovemo 
statistično značilnih razlik. 
 
Za razliko od transfekcijskega sistema K2® je elektroporacija ob dodani pDNA povečala 
izražanje gena za citosolni senzor DNA. Povečanje izražanja DDX60 na nivoju mRNA smo 
določili na obeh podvrstah celic. Na podvrsti celic B16F1 se je stopnja izražanja senzorja 
DDX60 povečala za 15,6-krat v primerjavi s kontrolo, na podvrsti celic B16F10 pa za 4,1-
krat v primerjavi s kontrolo. Faktor povišanega izražanja tarčnega gena je bil pri celicah z 
nižjim metastatskim potencialom statistično značilno višji od faktorja povišanega izražanja 
tega gena pri celicah z višjim metastatskim potencialom. 
 
Največje povečanje izražanja DDX60 smo ugotovili po transfekciji celic z reagentom 
Lipofectamine-om® 2000 na obeh podvrstah celic. V primerjavi z izražanjem pri kontroli, se 
je izražanje mRNA DDX60 na celicah B16F1 povečalo za 53,2-krat, na celicah B16F10 pa 
kar za 131,5-krat, vendar zaradi prevelike variabilnosti vzorca ni bilo mogoče določiti 
statistično značilnih razlik med B16F1 in B1610 (Preglednica 6). 
 
Statistična analiza je pokazala, da se je na celicah B16F1 po GET pEGFP in vitro izražanje 
citosolnega senzorja v primerjavi s transfekcijskim sistemom K2® povečalo, na celicah 
B16F10 pa ne dovolj, da bi lahko potrdili statistično značilne razlike med transfekcijskim 
sistemom K2® in GET in vitro. V primerjavi s transfekcijskim sistemom K2® je metoda 





FPI  SE FPI  SE 
CTRL (K2) 1,33  0,44 4 1,00  0,04 4 
pEGFP + K2 0,5  0,152 5 0,5  0,08 6 
CTRL (EP) 1,02  0,12 4 1,01  0,01 4 
pEGFP + EP 15,63  3,43* 5 4,08  0,55 5 
CTRL (LF) 1,38  0,63 4 1,00  0,03 6 
pEGFP + LF 53,23  6,967* 5 131,47  37,53* 6 
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reagentom Lipofectamine-om® 2000 so bile razlike na obeh podvrstah celic statistično 
značilne. 
 
Slika 19: Stopnja izražanja DDX60 po vnosu pEGFP z elektroporacijo (EP), s transfekcijskim sistemom K2® 
(K2) in lipofekcijo (LF). Rezultati so podani kot povprečne vrednosti s standardno napako. (*) prikazujejo 
statistično značilne razlike med vsemi transfekcijskimi metodami (Holm-Sidakov t-test; p<0,050, N=5). (**) 
prikazujejo statistično značilne razlike v primerjavi z elektroporacijo in s transfekcijskim sistemom K2® 
(Holm-Sidakov t-test; p<0,050, N=5). (#) prikazujejo statistično značilne razlike dvema označenima 
skupinama (Holm-Sidakov t-test; p<0,050, N=5). 
 
4.4 KOMBINACIJA TRANSFEKCIJSKIH METOD 
 
4.4.1 Ugotavljanje prisotnosti DDX60 po GET v kombinaciji z Multiplier-jem 
 
Ob ugotovitvi, da transfekcijski sistem K2® ni aktiviral citosolnega senzorja DDX60 in ob 
znani predpostavki, da GET pDNA aktivira številne citosolne senzorje (Žnidar in sod., 
2016), smo želeli raziskati neposreden učinek kombinacije obeh metod. Pripravili smo 
modificiran postopek GET pEGFP in vitro, pri katerem smo celicam pred elektroporacijo 
dodali mešanico Multiplier-ja in celice dodatno 2 uri inkubirali. Vzporedno smo pripravili 
še poskus transfekcije celic s K2®-transfekcijskim sistemom brez uporabe Multiplier-ja, ki 
nam je služil kot negativna kontrola. Stopnjo izražanja DDX60 smo določili s faktorjem 
povišanega izražanja za vse terapevtske skupine celic s plazmidom, brez in z Multiplier-jem 
(pEGFP + EP, pEGFP + EP + Multiplier, pEGFP + K2, pEGFP + K2 + Multiplier, pEGFP 
+ LF, pEGFP + LF + Multiplier). Vrednosti so bile normalizirane na kontrolno skupino. 
Rezultati so zbrani in prikazani v preglednici 6.  
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Preglednica 7: Faktor povišanega izražanja DDX60 po GET pEGFP in vitro z dodatkom Multiplier-ja 
(povprečje ± SE). (*) prikazujejo statistično značilne razlike v primerjavi s kontrolo in skupino pEGFP + EP 





FPI ± SE FPI ± SE 
CTRL (EP) 1,02 ± 0,12 4 1,01  0,01 4 
pEGFP + EP 15,63  3,43* 5 4,08  0,55* 5 
CTRL + Multiplier 1,19 ± 0,4 4 1,31 ± 0,64 3 
pEGFP + EP + Multiplier 3,42 ± 1,2 6 0,75 ± 0,43 4 
 
Preglednica 8: Faktor povišanega izražanja DDX60 po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® brez 
uporabe Multiplier-ja (povprečje ± SE). (*) prikazujejo statistično značilne razlike v primerjavi s skupino 





FPI ± SE FPI ± SE 
CTRL (K2) 1,33  0,44 4 1,00  0,04 4 
pEGFP + K2 0,5  0,12 5 0,5  0,08  6 
CTRL (K2) - Multiplier 1,33 ± 0,44 6 1,00 ± 0,04 4 
pEGFP + K2 - Multiplier 2,33 ± 0,55* 5 15,53 ± 7,69 5 
 
Kombinacija transfekcijskih metod je pokazala zelo zanimive rezultate. Na obeh celičnih 
linijah B16F1 in B16F10 se je po uporabi električnih pulzov in dodatku pDNA v kombinaciji 
z Multiplier-jem izražanje DDX60 zmanjšalo. Na celicah B16F1 se je izražanje gena DDX60 
sicer nekoliko povečalo v primerjavi s kontrolo, in sicer za 3,4-krat, vendar je bilo povečanje 
izražanja tega senzorja statistično značilno manjše kot ob uporabi električnih pulzov in 
pDNA. Na celicah B16F10 ni prišlo do statistično značilnega povečanja izražanja DDX60 v 
primerjavi s kontrolo. Kombinacija Multiplier-ja in električnih pulzov ob dodani pDNA je 
celo zmanjšala izražanje senzorja do stopnje primerljive s kontrolno skupino. Izražanje gena  
DDX60 se je ob dodatku Multiplier-ja celicam v suspenziji pred elektroporacijo statistično 
značilno zmanjšalo v primerjavi s standardnim protokolom in sicer, za 4,6-krat na celicah 
B16F1 in za 5,4-krat na celicah B16F10 (Preglednica 7). Kljub temu, da smo celice 
elektroporirali, smo z modificiranim protokolom GET dosegli nižje izražanje tarčnega gena 
v primerjavi s standardnim protokolom, ki je izražanje citosolnega senzorja povečal pri obeh 
podvrstah celic. Enak učinek Multiplier-ja smo opazili tudi pri negativni kontroli 
transfekcijskega sistema K2® brez dodatka Multiplier-ja (pEGFP + K2 – M). Po transfekciji 
celic z uporabo modificiranega protokola se je izražanje DDX60 na nivoju mRNA v 
primerjavi s standardnim protokolom na obeh podvrstah celic povečalo. Na celični liniji 
B16F1 se je izražanje senzorja v primerjavi s kontrolo povečalo za 2,3-krat, na celični liniji 
B16F10 pa za 15,5-krat. S primerjavo obeh protokolov smo ugotovili, da se je izražanje 
DDX60 po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® brez uporabe Multiplier-ja na 
celicah B16F1 statistično značilno povečalo za 4,6-krat, na celicah B16F10 pa za 31-krat, 
54 
Fabjan D. Primerjava uspešnosti vnosa DNA v rakave celice z elektroporacijo in s transfekcijskim sistemom K2®. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
vendar zaradi prevelike variabilnosti vzorca celic (B16F10) razlike v povečanju izražanja 
niso bile statistično značilne (Preglednica 8). 
 
Slika 20: Stopnja izražanja DDX60 po elektroporaciji (pEGFP + EP), elektroporaciji z dodatkom Multiplier-ja 
(pEGFP + EP + Multiplier), po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® (pEGFP + K2) in transfekciji s 
transfekcijskim sistemom K2® brez uporabe Multiplier-ja (pEGFP + K2 – Multiplier). (*) prikazujejo 
statistično značilne razlike v primerjavi s standardnim protokolom (Holm-Sidakov t-test; p<0,050). (**) 
prikazujejo statistično značilne razlike med dvema označenima skupinama (Holm-Sidakov t-test; p<0,050). 
 
4.4.2 Citotoksičnost GET in vitro v kombinaciji z Multiplier-jem in 
transfekcijskega sistema K2® brez uporabe Multiplier-ja 
 
Da bi ugotovili, ali dodatek Multiplier-ja vpliva na preživetje celic, smo ga testirali v 
kombinaciji z GET pEGFP in vitro. Rezultati so pokazali, da se je preživetje celic B16F1 po 
uporabi električnih pulzov v kombinaciji z Multiplier-jem brez dodane pDNA statistično 
značilno zmanjšalo, medtem ko na celicah B16F10 ni bilo statistično značilnih razlik v 
primerjavi z elektroporiranimi celicami. Ob dodatku Multiplier-ja celicam v suspenziji 2 uri 
pred GET pEGFP in vitro se je preživetje celic statistično značilno povečalo, vendar samo 
na celični podvrsti B16F10. Preživetje celic se je na celični liniji B16F10 izboljšalo za 3-
krat (pEGFP + EP: 8,5 %, pEGFP + EP + M: 23 %), medtem ko je bil delež preživetja celic 
B16F1 po GET pEGFP z dodatkom Multiplier-ja enak kot po uporabi električnih pulzov in 
dodatku pDNA (pEGFP + EP: 30 %, pEGFP + EP + M: 33 %). Iz tega lahko sklepamo, da 
ima Multiplier zaščitni učinek na preživetje celic, vendar samo pri bolj metastazirajoči 
podvrsti melanoma in samo po uporabi električnih pulzov ob dodatku pDNA. Rezultati 
kontrolne skupine in skupine s plazmidom so pokazali enake rezultate, zato je na stolpčnem 
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diagramu prikazana samo kontrolna skupina celic (Slika 21). Na drugi strani rezultati 
transfekcijskega sistema K2® brez predhodne inkubacije celic v Multiplier-ju niso pokazali 
statistično značilnih razlik v deležu preživelih celic glede na rezultate, ki so prikazani v 
poglavju 4.2.2. (Slika 17), zato grafičnega prikaza nismo še enkrat ponazorili. Sklepamo 
lahko, da Multiplier v primeru transfekcijskega sistema K2® ne vpliva na preživetje celic po 
standardnem protokolu s transfekcijskim sistemom K2®. Lahko pa Multiplier izboljša 
preživetje celic po GET pEGFP in vitro, vendar samo v primeru celic B16F10. 
 
Slika 21: Preživetje celic B16F1 in B16F10 po elektroporaciji (EP) in elektroporaciji celic v kombinaciji z 
Multiplier-jem. Stolpčni diagram prikazuje viabilnost celic posamezne eksperimentalne skupine. Rezultati so 
podani kot povprečne vrednosti s standardno napako. (*) prikazujejo statistično značilne razlike v primerjavi s 
kontrolo (Holm-Sidakov t-test; p<0,001). (**) prikazujejo statistično značilne razlike med dvema označenima 
skupinama (Holm-Sidakov t-test; p<0,001). 
 
4.4.3 Določanje učinkovitosti transfekcije GET in vitro v kombinaciji z 
Multiplier-jem 
 
Zaradi zanimivih povzetkov rezultatov iz qPCR in ugotovitve, da dodatek Multiplier-ja 
zmanjša stopnjo izražanja DDX60, smo želeli ugotoviti, ali zmanjšana sposobnost celice 
zaznave tuje DNA pripomore tudi k bolj uspešni transfekciji. V ta namen smo ugotavljali 
učinkovitost transfekcije po modifikaciji obeh protokolov transfekcije. Vrednosti smo 
normalizirali na kontrolno skupino in jih prikazali s stolpčnim diagramom (Slika 22). 
 
Po GET pEGFP in vitro z dodatkom Multiplier-ja nismo določili statistično značilnih razlik 
v deležu transfeciranih celic ali v intenziteti fluorescence EGFP v primerjavi s standardnim 
protokolom GET in vitro. Ugotovili smo, da dodatek Multiplier-ja 2 uri pred elektroporacijo 
ni vplival na učinkovitost transfekcije. Na podvrsti celic B16F1 ni bilo statistično značilnih 
razlik v deležu transfeciranih celic (pEGFP + EP: 19 %, pEGFP + EP + M: 19 %), medtem 
ko se je intenziteta fluorescence statistično značilno zmanjšala, in sicer za približno 3-krat 
(pEGFP + EP: 15302 a. u., pEGFP + EP + M: 4639 a.u.). Na podvrsti celic B16F10 se je 
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delež transfeciranih celic statistično značilno zmanjšal, in sicer za 2,1-krat (pEGFP + EP: 
36,6 %, pEGFP + EP + M: 17,5 %), intenziteta fluorescence pa za 1,7-krat (pEGFP + EP: 
10994 a.u., pEGFP + EP + M: 6121 a.u.). 
 
Rezultati negativne kontrole transfekcijskega sistema K2® pa so pokazali, da je Multiplier 
ključna komponenta tega sistema, saj vpliva na učinkovitost transfekcije. V primeru, ko 
celicam nismo dodali Multiplier-ja (pEGFP + K2 – M), smo ugotovili, da je manjše število 
celic fluoresciralo, prav tako je bila tudi količina izraženega EGFP v celicah manjša. Na 
podvrsti celic B16F1 se je delež transfeciranih celic statistično značilno zmanjšal za 1,2-krat 
(pEGFP + K2: 30,6 %, pEGFP + K2 – M: 25,9 %), intenziteta fluorescence pa za 7,8-krat 
(pEGFP + K2: 17888 a.u., pEGFP + K2 – M: 2289 a.u.). Tudi na podvrsti celic B16F10 je 
transfekcija s transfekcijskim sistemom K2® brez uporabe Multiplier-ja pokazala podobne 
rezultate. Delež transfeciranih celic se je zmanjšal za 1,3-krat (pEGFP + K2: 32 %, pEGFP 
+ K2 – M: 17 %), intenziteta fluorescence pa za 8,6-krat (pEGFP + K2: 15319 a.u., pEGFP 
+ K2 – M: 1779 a.u.). Z rezultati naše študije smo dokazali, da dodatek Multiplier-ja v 
primeru transfekcije s transfekcijskim sistemom K2® statistično značilno poveča število 
transfeciranih celic, še bolj pa intenziteto fluorescence EGFP v celicah. 
 
Slika 22: Učinkovitost transfekcije po GET pEGFP in vitro z dodatkom Multiplier-ja (pEGFP + EP + 
Multiplier) in transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® brez uporabe Multiplier-ja (pEGFP + K2 – 
Multiplier). Stolpčni diagram (leva y os) prikazuje delež transfeciranih celic, točkasti diagram (desna y os) pa 
mediano intenzitete fluorescence. (*) prikazujejo statistično značilne razlike v deležu transfeciranih celic med 
standardnim in modificiranim postopkom (Holm Sidakov t-test, p<0,050, N=6), (**) predstavljata statistično 
značilne razlike v intenziteti fluorescence med standardnim in modificiranim postopkom (Holm Sidakov t-test, 
p<0,050, N=6).  
57 
Fabjan D. Primerjava uspešnosti vnosa DNA v rakave celice z elektroporacijo in s transfekcijskim sistemom K2®. 





V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti uspešnost vnosa DNA v rakave celice z uporabo 
različnih nevirusnih metod vnosa. V ta namen smo primerjali dva povsem različna načina 
vnosa DNA v rakave celice – elektroporacijo, kot fizikalno metodo in na osnovi kationskih 
lipidov izdelano kemijsko metodo – transfekcijski sistem K2®, s katerimi smo v rakave 
celice vnašali plazmidno DNA. Uspešnost elektroporacije in transfekcijskega sistema K2® 
smo sistematično primerjali na podlagi učinkovitosti transfekcije, preživetja celic in 
aktivacije citosolnega senzorja. 
 
UČINKOVITOST TRANSFEKCIJE Z ELEKTROPORACIJO IN S TRANSFEKCIJSKIM 
SISTEMOM K2® 
 
V študiji smo uporabili dve podvrsti celične linije mišjega melanoma: celice z nižjim 
metastatskim potencialom (B16F1) in celice z višjim metastatskim potencialom (B16F10). 
Za ugotavljanje uspešnosti transfekcije smo v rakave celice vnesli plazmid z zapisom za 
zeleno fluorescirajoči protein pEGFP. Učinkovitost transfekcije smo določali na osnovi 
števila (deleža) transfeciranih celic in stopnje izražanja reporterskega proteina EGFP v 
celicah. Z uporabo različnih nevirusnih metod vnosa pDNA smo uspešno transfecirali obe 
podvrsti celične linije mišjega melanoma, vendar je bila stopnja transfekcije, kot tudi stopnja 
izražanja reporterskega proteina odvisna od transfekcijskega protokola in od podvrste celic. 
Dokazali smo, da GET pEGFP in vitro poveča število transfeciranih celic in stopnjo 
izražanja EGFP na obeh podvrstah celic, prav tako tudi transfekcijski sistem K2® in 
lipofekcija na osnovi reagenta Lipofectamine-a® 2000. Učinkovitost transfekcije s 
transfekcijskim sistemom K2® je bila primerljiva med obema podvrstama celic mišjega 
melanoma. Število transfeciranih celic in stopnja izražanja EGFP se med B16F1 in B16F10 
nista razlikovali. S transfekcijskim sistemom K2® smo na celični liniji B16F1 dobili 30,7 % 
transfeciranih celic, na celični linji B16F10 pa 32,5 % transfeciranih celic. Prav tako je bila 
visoka tudi intenziteta fluorescence, ki so jo izražale celice B16F1, in sicer 17888 a.u., pri 
celicah B16F10 pa je ta znašala 15319 a.u. Mediana intenzitete fluorescence nam pokaže 
posredno število kopij plazmida, ki je vstopal v jedro celic. Transfekcijski sistem K2® je bil 
testiran in učinkovit tudi na drugih celičnih linijah (Biontex, 2016b; Chen in Foldvari, 2016; 
Carozzo in sod., 2015), z našo raziskavo pa smo njegovo učinkovitost potrdili tudi na mišjem 
malignem melanomu. Za razliko od transfekcijskega sistema K2® je bila učinkovitost 
transfekcije po GET pEGFP in vitro odvisna od podvrste celic. Večji delež transfeciranih 
celic smo določili na celicah B16F10, medtem ko v intenziteti fluorescence med B16F1 in 
B16F10 ni bilo statistično značilnih razlik. Stopnja transfekcije je bila na celicah B16F10 
36,6 %, na celicah B16F1 pa 18,9 %, kar kaže na večjo učinkovitost elektroporacije na 
celicah z višjim metastatskim potencialom. Vnos pEGFP z elektroporacijo ni vplival na 
stopnjo izražanja EGFP v celicah. Mediana intenzitete fluorescence je na celicah B16F1 
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znašala 15302 a.u., na celicah B16F10 pa 10994 a.u. Tudi kontrolna metoda lipofekcije je 
pokazala statistično značilne razlike med obema podvrstama celic v obeh opazovanih 
parametrih. Večji delež transfeciranih celic in večjo intenziteto fluorescence smo določili na 
celicah z višjim metastatskim potencialom. Stopnja transfekcije je bila na celicah B16F1 
40,8 %, na celicah B16F10 pa 55 %. Mediana intenziteta fluorescence je na celicah B16F1 
znašala 6098 a.u., na celicah B16F10 pa 8569 a.u. Tudi metoda lipofekcije je bila bolj 
učinkovita na celicah z višjim metastatskim potencialom. 
 
Raziskave kažejo, da je učinkovitost transfekcije odvisna od številnih parametrov, saj se 
lahko že med protokoli, kljub enakim eksperimentalnim pogojem, pojavijo razlike. V študiji 
Žnidar in sod. (2016) so ugotovili, da je po GET pEGFP in vitro delež transfekcije na celični 
liniji B16F10 z uporabo protokola EP (600 V/cm, 5 ms, 1 Hz, 8 pulzov) približno 30 %, 
vendar pri dvakrat večji koncentraciji plazmida (2 mg/ml) kot v našem primeru. Po uporabi 
protokola EP1 (1300 V/cm, 100 µs, 4 Hz, 6 pulzov) je bila učinkovitost transfekcije na 
celicah B16F10 še večja, in sicer med 30–40 % (Žnidar in sod., 2016). Bošnjak in sod. (2014) 
so prav tako ugotovili, da je učinkovitost transfekcije po GET pEGFP in vitro približno 30–
40 % na obeh podvrstah celic. Višjo intenziteto fluorescence so opazili na celicah z nižjim 
metastatskim potencialom, kjer je znašala ~ 11000 a.u., na celicah B16F10 pa ~ 700 a.u. 
(Bošnjak in sod., 2014). V naši raziskavi je bil delež transfekcije najnižji na celicah B16F1 
(18,9 %), na celicah B16F10 pa primerljiv z rezultati ostalih študij (36,6 %). Razlike v 
rezultatih z omenjenimi raziskavami so najverjetneje posledica razlik v izvedbi 
elektroporacijskih protokolov. Na učinkovitost GET in vitro poleg parametrov električnih 
pulzov (jakost električnega polja, trajanje pulzov, sestava EP-pufra) vplivajo še številni 
fizikalni in biološki dejavniki, kot so lastnosti izbrane celične vrste (gostota, velikost, oblika 
celic) (Pavlin in sod., 2013), lastnosti plazmida, tip celic in lastnosti gojišča (Čemažar in 
sod., 2015; Yarmush in sod., 2014). 
 
Pričakovali smo, da bo učinkovitost vnosa plazmida z zapisom za zeleno fluorescirajoči 
protein EGFP z elektroporacijo in s transfekcijskim sistemom K2® primerljiva. Rezultati so 
pokazali, da je stopnja transfekcije oziroma delež transfeciranih celic po GET in vitro 
statistično značilno nižji od deleža transfeciranih celic po vnosu pDNA s transfekcijskim 
sistemom K2®, vendar samo na celični liniji B16F1, medtem ko je bila v primeru celic 
B16F10 stopnja transfekcije po GET in vitro primerljiva s transfekcijskim sistemom K2®. 
Razlike med fizikalno in kemijsko metodo transfekcije so se pojavile tudi v intenziteti 
fluorescence. Mediana intenzitete fluorescence nam pokaže stopnjo izražanja reporterskega 
proteina v celicah. Statistično značilno večjo stopnjo izražanja EGFP so izražale celice 
transfecirane s transfekcijskim sistemom K2®, vendar samo na celični liniji B16F10, 
medtem ko je bila intenziteta fluorescence celic med transfekcijskim sistemom K2® in 
elektroporacijo primerljiva. Z našim delom smo le delno potrdili zastavljeno hipotezo, ki 
pravi, da bosta število transfeciranih celic in stopnja izražanja reporterskega proteina med 
obema metodama primerljiva. S transfekcijskim sistemom K2® smo dosegli primerljivo 
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stopnjo transfekcije kot z elektroporacijo, vendar samo na celicah z višjim metastatskim 
potencialom in obratno, stopnja izražanja reporterskega proteina je bila po transfekciji s 
transfekcijskim sistemom K2® primerljiva z metodo elektroporacije, vendar samo na celicah 
z nižjim metastatskim potencialom. 
 
Transfekcijski sistem K2® se je izkazal za bolj učinkovito metodo vnosa pDNA v celice, 
vendar samo na eni podvrsti celične linije mišjega melanoma. V primerjavi z elektroporacijo 
je bil delež transfeciranih celic po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® statistično 
značilno večji na celicah B16F1, statistično značilno višjo intenziteto fluorescence pa so 
izražale B16F10 transfecirane celice. 
 
Lipofekcija predstavlja uspešno izbiro vnosa DNA v sesalske celice še posebej, ko želimo v 
poskusih doseči visoko stopnjo transfekcije, ne da nas pri tem zanima, koliko transgenih 
produktov nastane v celici. V sklopu magistrske naloge smo testirali lipofekcijo z reagentom 
Lipofectamine-om® 2000, ki velja za najbolj pogosto nevirusno metodo vnosa (The Journal 
of Gene Medicine, 2019). Reagent Lipofectamine® 2000 zagotavlja visoko učinkovitost 
transfekcije in visok nivo izražanja transgena v različnih sesalskih celicah in vitro (Thermo 
Fisher Scientific, 2016). Prav zaradi tega se uporablja kot »zlati standard« in kot osnova za 
primerjavo učinkovitosti transfekcije ostalih alternativnih metod. Primerjava obeh kemijskih 
metod je pokazala, da je stopnja transfekcije oziroma delež transfeciranih celic po lipofekciji 
z reagentom Lipofectamine-om® 2000 večji kot pri uporabi transfekcijskega sistema K2®, 
vendar je bila količina proteina, ki se je tvoril dan po transfekciji, statistično značilno nižja 
v primerjavi s transfekcijskim sistemom K2® na obeh podvrstah celic. Za optimalen vnos 
genov v celice je poleg učinkovitosti transfekcije pomembno tudi, da se vneseni transgen v 
celicah izraža v čim večjem številu kopij, še posebej, kadar želimo doseči dolgotrajno in 
stabilno izražanje transgenov. V tem primeru je bil transfekcijski sistem K2® bolj uspešen 
od kontrolne metode lipofekcije. Kateri transfekcijski protokol bomo uporabili je odvisno 
od namena uporabe. Tudi pregled celic s fluorescenčnim mikroskopom je potrdil dobljene 
rezultate naše raziskave. Čeprav smo za vnos pDNA uporabili isto celično linijo, so razlike 
v učinkovitosti transfekcije med obema kemijskima metodama najverjetneje povezane z 
značilnostmi samih kationskih lipidov (velikost, vrsta, struktura lipidov, naboj in oblika), ki 
neposredno vplivajo na tvorbo lipopleksov in na njihov vstop v celice. 
 
Učinkovitost transfekcije s kationskimi lipidi je odvisna predvsem od biofizikalnih lastnosti 
lipidov. Lipopleksi z nizkim razmerjem +/- naboja lahko povzročijo izpostavljenost 
nukleinskih kislin in slabšo učinkovitost transfekcije. Velikost lipopleksov in struktura 
lipidov kritično vplivata na učinkovitost transfekcije. Znano je, da so lipopleksi velikosti < 
200 nm bolj učinkoviti za in vivo vnos genov v celice (Rao, 2010). Učinkovitost transfekcije 
s kationskimi lipidi je nenazadnje odvisna tudi od tipa celic in sposobnosti endocitoze 
(Zuhorn in sod., 2007). Na končni produkt lipopleksov pomembno vplivajo še sestava pufra, 
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reakcijski volumen mešanice, čas inkubacije in prisotnost seruma, ki lahko omeji ali oslabi 
velikost lipopleksa (Rao, 2010). 
 
Med elektroporacijo in transfekcijskim sistemom K2® ni bilo statistično značilnih razlik v 
intenziteti fluorescence celic B16F1 ali v stopnji transfekcije celic B16F10, obratno pa so se 
pojavile razlike. Slednji rezultati kažejo, da korelacije med stopnjo transfekcije in stopnjo 
izražanja reporterskega proteina v celicah ni in da sta obe lastnosti specifični za posamezno 
podvrsto celic. To dokazujejo tudi rezultati lipofekcije, s katero smo dosegli največje število 
transfeciranih celic in obenem najnižjo intenziteto fluorescence na obeh podvrstah celic. 
 
VPLIV TRANSFEKCIJSKEGA PROTOKOLA NA PREŽIVETJE CELIC 
 
Pri ugotavljanju uspešnosti vnosa DNA v sesalske celice je poleg učinkovitosti transfekcije 
pomembno tudi preživetje celic. Visoka viabilnost je še posebej pomembna v primerih, ko 
želimo doseči učinkovito izražanje vnesenih transgenov z namenom, da se zagotovi želeni 
terapevtski učinek, na primer pri DNA vakcinacijah. Elektroporacija je učinkovita 
transfekcijska metoda, vendar lahko sproži indukcijo celične smrti (Žnidar in sod., 2016). 
Znano pa je tudi, da nekateri kationski lipidi inducirajo citotoksičnost (Nguyen, 2007). 
 
S pomočjo testa citotoksičnosti smo določili delež transfeciranih celic, ki so po transfekciji 
ostale viabilne. Izražena viabilnost je neposredno predstavljala citotoksičnost metode. 
Dokazali smo, da vnos pDNA z elektroporacijo statistično značilno zmanjša delež preživelih 
celic, medtem ko sta se vnosa s transfekcijskim sistemom K2® in lipofekcijo z reagentom 
Lipofectamine-om® 2000 izkazala za povsem necitotoksični metodi. Tako uporaba 
samostojnih električnih pulzov kot pulzov v kombinaciji s plazmidom je za celice 
predstavljala toksične pogoje. 
 
O povečani toksičnosti električnih pulzov ob dodatku pDNA so poročali že v predhodnih 
raziskavah (Bošnjak in sod., 2013; Bošnjak in sod., 2014; Lesueur in sod., 2016). Bošnjak 
in sod. (2014) so v svoji raziskavi pokazali, da vnos plazmida z zapisom za zeleno 
fluorescirajoči protein z elektroporacijo statistično značilno zmanjša preživetje celic B16F1 
in B16F10. Neposreden citotoksični vpliv GET pDNA so dokazali tudi v študiji Žnidar in 
sod. (2016), kjer je GET pDNA po uporabi različnih protokolov električnih pulzov zmanjšal 
preživetje celic B16F10. Zmanjšanje preživetja celic po protokolu EP1 (1300 V/cm, 100 µs, 
4 Hz, 6 pulzov) je bilo manjše, kot po protokolu EP (600 V/cm, 5 ms, 1 Hz, 8 pulzov), kjer 
je preživelo le okrog 4 % celic (Žnidar in sod., 2016). Do podobnih rezultatov smo prišli 
tudi v našem primeru. Za vnos pDNA smo uporabili 8 pravokotnih električnih pulzov, z 
napetostjo 600 V/cm, trajanjem pulza 5 ms in ponovitveno frekvenco 1 Hz. Izpostavljenost 
celic pDNA ni vplivala na preživetje celic, medtem ko je sama elektroporacija zmanjšala 
preživetje celic B16F1 in B16F10 za približno 50–70 %.V kombinaciji s pDNA je bil vpliv 
električnih pulzov na celice še bolj izrazit. GET pEGFP in vitro je zmanjšal preživetje celic 
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B16F1 za približno 70 %, pri celicah B16F10 pa za več kot 90 %. Manjše preživetje celic v 
primerjavi s kontrolnimi celicami je posledica fizičnih poškodb celic, ki jih povzročajo 
električni pulzi, kot so: mehanski stres, strižne sile, vročina, oksidativni stres, prosti kisikovi 
radikali in osmotski stres (Bošnjak in sod., 2018). Poleg tega smo ugotovili, da ima GET 
plazmida z zapisom za zeleno fluorescirajoči protein različen citotoksičen vpliv na obe 
podvrsti celic mišjega melanoma. Za bolj občutljive so izkazale celice z višjim metastatskim 
potencialom. To lahko razložimo s tem, da so celice B16F10 genetsko manj stabilne od 
B16F1 in izražajo tudi manj stabilen metastatski fenotip (Cillo in sod., 1987). 
 
Zanimalo nas je tudi, ali vnos pDNA v celice preko tvorbe lipopleksov vpliva na preživetje 
celic. Za razliko od elektroporacije smo v obeh primerih celic mišjega melanoma dosegli ~ 
100 % preživetje celic. Ugotovili smo, da vnos pDNA s transfekcijskim sistemom K2® za 
celice ni toksičen, kar povečuje uspešnost transfekcijskega sistema K2® kot transfekcijske 
metode. Enako odstotno viabilnost celic smo dobili tudi po lipofekciji z Lipofectamine-om® 
2000. Med vsemi transfekcijskimi protokoli se je elektroporacija izkazala za najbolj 
citotoksično in v primerjavi s sistemom K2® za manj uspešno metodo in vitro transfekcije. 
 
AKTIVACIJA DDX60 PO IZBRANEM TRANSFEKCIJSKEM PROTOKOLU 
 
V študiji smo dokazali hipotezo, ki pravi, da se po transfekciji s transfekcijskim sistemom 
K2® izognemo aktivaciji citosolnih senzorjev, s katerimi celice zaznavajo prisotnost tuje 
DNA. Citosolni senzorji DNA kot PRR-receptorji zaznavajo s patogeni povezane 
molekularne vzorce ali s poškodbo povezane molekularne vzorce. Njihova aktivacija ob 
zaznavi tuje DNA v citosolu sproži signalne poti, kar v končni fazi lahko povzroči aktivacijo 
imunskega sistema in vivo in apoptozo takšnih celic. V študijah genskega zdravljenja raka 
na predkliničnih modelih je več raziskovalnih skupin dokazalo zaviranje rasti tumorja, 
povečan čas preživetja in popolno regresijo tumorja po intratumorskem elektroprenosu 
oligonukleotidov, plazmidov brez zapisa za protein ali plazmidov, ki kodirajo reporterske 
proteine. Protitumorski učinek je bil zaznan na več vrstah raka, med drugim tudi na 
melanomu. Heller in sod. (2010) so v študiji dokazali povečano izražanje vnetnih citokinov 
in kemokinov na melanomski celični vrsti B16F10 in regresijo tumorja ter kasneje dokazali, 
da je vzrok za inhibicijo tumorske rasti in v končni fazi regresije tumorja kasnejše vnetje 
tumorja, ki se pojavi na mestu tumorske mase (Heller in sod., 2013). 
 
Z rezultati naše raziskave smo prisotnost specifičnega citosolnega senzorja DDX60 potrdili 
v obeh podvrstah celične linije mišjega melanoma. Izražanje gena za citosolni senzor smo 
ugotavljali na nivoju mRNA z metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo. Stopnjo 
izražanja senzorja smo določili 4 ure po transfekciji. Izbrani gen DDX60 se po transfekciji 
celic s transfekcijskim sistemom K2® ni izražal, oziroma nismo zaznali povečanja izražanja. 
Pravzaprav je bilo njegovo izražanje celo manjše od izražanja kontrolne skupine. Za razliko 
od transfekcijskega sistema K2® je elektroporacija aktivirala izbrani citosolni senzor. 
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Specifični citosolni senzorji DNA kot PRR-receptorji ob prisotnosti patogena in/ali celične 
oziroma tkivne poškodbe sprožijo ustrezen imunski odgovor celic (Ishii in Tang, 2014; 
Paludan in Bowie, 2013). Prisotni so v citoplazmi, endosomih, inflamasomu in potencialno 
tudi v jedru celic, kjer prepoznavajo PAMPs in DAMPs (Ishii in Tang, 2014). Njihova 
prisotnost oziroma aktivacija je znana v različnih tipih celic, med njimi tudi v fibroblastih, 
tumorskih in imunskih celicah (Žnidar in sod., 2016). Znanstvena opažanja, da DNA med 
GET v celice vstopa z endocitozo (Rosazza in sod., 2013) in da pri tem pride do povečanega 
izražanja vnetnih molekul, je sledila k spoznanju, da lahko GET pDNA poveča 
razpoložljivost DNA v citosolu za zaznavo s strani citosolnih senzorjev. Po neposredni 
zaznavi nukleinskih kislin se aktivirajo kompleksne signalne poti, kar sproži proizvodnjo 
vnetnih citokinov, zlasti interferonov tipa 1, kot je interferon 1β (INF-1β) (Desmet in Ishii, 
2012; Dempsey in Bowie, 2015). Posledično se vsi tipi celic, ki prebivajo v tumorju, lahko 
potencialno odzivajo na vneseno pDNA. V študiji Žnidar in sod. (2016) so pokazali, da GET 
pDNA na mišjih tumorskih celicah B16F10 sproži aktivacijo nekaterih citosolnih senzorjev. 
Aktivacija citosolnih senzorjev po vnosu pDNA z GET lahko povzroči celično smrt. Poleg 
povečanega izražanja citosolnih senzorjev DAI in p204, so ugotovili, da GET vpliva tudi na 
povečano izražanje gena za DDX60. Izražanje DDX60 se je po GET plazmida pEGFP 
povečalo za 4-krat. Poleg povečanega izražanja genov za citosolne senzorje, so v študiji 
dokazali tudi povečano izražanje gena za citokin INF-1β (Žnidar in sod., 2016). Med drugim, 
INF-1β inhibira rast celic in nadzoruje apoptozo (Li in sod., 2013). Za razliko od GET se 
izražanje genov za citosolne senzorje v celicah B16F10 ni povečalo po elektroporaciji celic 
brez pDNA (EP), kot tudi ne po izpostavitvi celic samo pDNA (Žnidar in sod., 2016). Tudi 
v naši raziskavi smo prisotnost senzorja ugotavljali samo pri skupini elektroporiranih celic 
in dodatku pDNA, saj je znano, da sami električni pulzi ne vplivajo na izražanje senzorja 
(Žnidar in sod., 2016, Bošnjak in sod. 2018). Dokazali smo, da transfekcijski sistem K2® ne 
aktivira izražanja gena izbranega citosolnega senzorja DDX60. Na drugi strani smo po GET 
pEGFP in vitro na celicah B16F1 določili 15,6-kratno povečano izražanje DDX60, na celicah 
B16F10 pa 4,1-kratno povečano izražanje DDX60. S tem smo potrdili delovno hipotezo, da 
bo metoda elektroporacije aktivirala izbrani citosolni senzor. Največje povečanje izražanja 
citosolnega senzorja DNA smo določili po transfekciji z reagentom Lipofectamine-om® 
2000. Na celicah B16F1 smo določili 53,2-krat povečano izražanje DDX60, na celicah 
B16F10 pa 131,5-krat povečano izražanje DDX60. Aktivacijo citosolnih senzorjev po 
metodi lipofekcije so dokazale tudi pretekle študije (Takaoka in sod., 2007). V primerjavi s 
transfekcijskim sistemom K2® smo statistično značilno večjo stopnjo izražanja DDX60 po 
GET pEGFP in vitro ugotovili pri celicah B16F1. Čeprav je bil faktor povišanega izražanja 
DDX60 po GET pEGFP in vitro na celicah B16F10 nekaj krat večji v primerjavi s kontrolo, 
pa se izražanje citosolnega senzorja DNA na tej celični liniji med obema metodama ni 
razlikovalo. Na podlagi aktivacije citosolnega senzorja smo ugotovili, da je transfekcijski 
sistem K2® bolj uspešen za vnos pDNA v celice in se je izkazal tudi za bolj učinkovito 
kemijsko metodo od kontrolne metode lipofekcije, saj ni povzročil aktivacije citosolnega 
senzorja, kar sproži aktivacijo signalnih poti in izzove celično smrt (Žnidar in sod., 2016).  
63 
Fabjan D. Primerjava uspešnosti vnosa DNA v rakave celice z elektroporacijo in s transfekcijskim sistemom K2®. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
USPEŠNOST VNOSA pDNA Z MODIFICIRANIM POSTOPKOM GET 
 
Da bi ugotovili korelacijo med vsemi parametri, tj. med povečanjem oziroma zmanjšanjem 
učinkovitosti transfekcije, preživetjem celic in stopnjo izražanja citosolnega senzorja po 
vnosu pDNA z izbranim transfekcijskim protokolom, smo v dodatnem delu magistrske 
naloge pripravili modificiran postopek GET pEGFP in vitro, pri katerem smo celicam 2 uri 
pred elektroporacijo dodali K2®-Multiplier. Pri Multiplier-ju gre za mešanico, ki vsebuje 
inhibitorje receptorjev prirojenega imunskega sistema. Vzporedno smo pripravili še poskus 
transfekcije s transfekcijskim sistemom K2® brez uporabe Multiplier-ja. Zanimalo nas je, ali 
dodatek raztopine K2®-Multiplier zmanjša vpliv na izražanje citosolnih senzorjev in ali ima 
s tem vpliv tudi na učinkovitost transfekcije in/ali preživetje celic. 
 
Po GET pEGFP in vitro v kombinaciji z Multiplier-jem (pEGFP + EP + Multiplier) smo na 
obeh podvrstah celic mišjega melanoma ugotovili zmanjšanje izražanje citosolnega senzorja. 
Dodatek Multiplier-ja je na celicah B16F1 zmanjšal stopnjo izražanja senzorja iz 15-
kratnega povečanega izražanja na samo 3-kratno povečano izražanje, na celicah B16F10 pa 
iz 4-kratnega povečanega izražanja DDX60 na izražanje, primerljivo s kontrolnimi celicami. 
Rezultati izražanja DDX60 niso pokazali statistično značilnih razlik med obema podvrstama 
celic, do katerih je prišlo po standardnem protokolu GET in vitro. Kljub temu, da smo celice 
elektroporirali, smo z dodatkom Multiplier-ja dosegli nižje izražanje tarčnega gena. Tudi v 
primeru transfekcije s transfekcijskim sistemom K2®, ko celicam nismo dodali Multiplier-
ja, se je stopnja izražanja DDX60 v primerjali s standardnim protokolom povečala na obeh 
podvrstah celične linije, in sicer za približno 2-krat na celicah B16F1 in za približno 15-krat 
na celicah B16F10. S tem smo potrdili, da ima K2®-Multiplier ključno vlogo pri zaviranju 
prepoznavanja tuje DNA v celici. 
 
V dodatnem delu naloge smo ugotovili, da dodatek Multiplier-ja vpliva na intenziteto 
fluorescence in sicer tako, da jo v obeh primerih transfekcije zmanjša. Tako ob uporabi 
Multiplier-ja v kombinaciji z GET in vitro kot po transfekciji s transfekcijskim sistemom 
K2® brez uporabe Multiplier-ja, se je intenziteta fluorescence na obeh podvrstah celic 
statistično značilno zmanjšala. V obeh primerih se statistično značilno zmanjša tudi delež 
transfeciranih celic. Na celični liniji B16F1 je stopnja transfekcije po elektroporaciji ob 
dodatku Multiplier-ja ostala enaka kot po standardnem protokolu GET in vitro. Ugotovili 
smo, da dodatek Multiplier-ja ni vplival na povečanje učinkovitosti transfekcije z GET 
pEGFP in vitro, na drugi strani pa je izboljšal učinkovitost transfekcije s transfekcijskim 
sistemom K2® na obeh podvrstah celic. 
 
Z namenom, da bi ugotovili, ali dodatek Multiplier-ja vpliva tudi na preživetje celic, smo 
mešanico testirali v kombinaciji z GET in vitro. K2® transfekcijski sistem brez uporabe 
Multiplier-ja ni vplival na preživetje celic obeh podvrst celic. Dokazali smo, da Multiplier v 
kombinaciji z GET in vitro vpliva na preživetje celic, vendar samo pri bolj metastazirajoči 
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podvrsti melanoma. Ob dodatku Multiplier-ja se je preživetje celic B16F10 po GET pEGFP 
in vitro povečalo za 3-krat, medtem ko je preživetje celic B16F1 po GET pEGFP ostalo 
nespremenjeno. Ugotovili smo, da ima Multiplier zaščitni učinek na preživetje celic, vendar 
samo pri bolj metastazirajoči podvrsti melanoma.  
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V magistrski nalogi smo testirali vnos gena za reporterski protein EGFP z metodo 
elektroporacije, ki velja za varen in učinkovit način vnosa genskega materiala v celice s 
postopkom GET in vitro ter na osnovi kationskih lipidov izdelano kemijsko metodo – 
transfekcijski sistem K2®, ki naj bi zmanjšal sposobnost celic, da zaznajo tujo DNA ter s 
tem zagotavljal učinkovit vnos genov v celice. Ugotovili smo, da vnos plazmidne DNA v 
celice s transfekcijskim sistemom K2® poveča učinkovitost transfekcije preko zaviranja 
aktivacije različnih signalnih poti, ki se sprožijo po neposredni zaznavi tuje DNA v celicah. 
V tem primeru naj bi šlo za komponento transfekcijskega kompleta – K2®-Multiplier, ki 
vsebuje inhibitorje PRR-receptorjev prirojenega imunskega sistema (protitelesa proti Tlr1, 
Tlr2, Tlr3, Tlr4, Tlr5, Tlr6, Tlr7, Tlr8, Tlr9, Tlr10, Tlr11, Tlr12, Tlr13, protitelesa proti 
citokinskemu receptorju ali antagonistu citokinskega receptorja, inhibitor kinaze MEK1 
in/ali MEK2 in agonist za Tlr7 in/ali Tlr8). Njihova vloga je delno zaviranje in/ali aktivacija 
prirojene znotrajcelične in/ali medcelične imunosti (US patent application, 
US20110045001A1) (Klosel in Konig, 2011). Uporaba bioloških zaviralcev (protiteles in 
antagonistov) bi bila lahko koristna na področju genskega zdravljenja bolezni za zmanjšanje 
imunskega odziva v primerih, ko imunskega odziva ne želimo (za zdravljenje monogenskih 
bolezni) ali pa za povečanje imunskega odziva na primer na področju DNA vakcinacij, kjer 
je velik interes tudi za zdravljenje raka. 
 
Uspešnost vnosa plazmidne DNA v sesalske celice je odvisna od številnih parametrov. Poleg 
učinkovitosti transfekcije in stopnje izražanja reporterskega proteina, je pri vseh metodah 
pomembno tudi preživetje celic in aktivacija gostiteljskega imunskega sistema, ki lahko 
imunsko odgovarja proti tuji DNA prisotni v citoplazmi celic. V sklopu magistrske naloge 
smo preučili vse omenjene parametre. Med drugim smo dokazali, da lahko inhibicija 
zaznave DNA s strani citosolnih senzorjev izboljša učinkovitost transfekcije po vnosu 
plazmidne DNA v celice s transfekcijskim sistemom K2® in poveča preživetje celic B16F10 
po GET pEGFP in vitro. 
 
Z našo raziskavo smo potrdili dve postavljeni hipotezi: po transfekciji celic s transfekcijskim 
sistemom K2® smo se izognili aktivaciji gena DDX60, s katerim celice zaznavajo prisotnost 
tuje DNA, medtem ko je elektroporacija aktivirala izbrani citosolni senzor. Elektroporacija 
se je v primerjavi s transfekcijskim sistemom K2® izkazala za manj uspešno metodo za in 
vitro transfekcijo na celicah mišjega malignega melanoma, ki so izražale gen za zeleno 
fluorescirajoči protein. Transfekcijski sistem K2® ni bil toksičen za celice, ni aktiviral 
citosolnega senzorja in je omogočil visoko učinkovitost transfekcije na obeh podvrstah celic 
(30–40 %). Z vidika uspešnosti vnosa DNA v rakave celice predstavlja transfekcijski sistem 
K2® boljšo izbiro za in vitro transfekcijo celic mišjega melanoma B16. Hipotezo, da je 
uspešnost vnosa plazmidne DNA z elektroporacijo primerljiva z uspešnostjo, ki jo dosežemo 
s transfekcijskim sistemom K2®, smo zavrnili. 
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- V primerjavi z elektroporacijo je bilo število transfeciranih celic po transfekciji s 
transfekcijskim sistemom K2® večje na celicah B16F1 in primerljivo na celicah 
B16F10. 
- V primerjavi z elektroporacijo je bila stopnja izražanja reporterskega proteina EGFP 
po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® večja na celicah B16F10 in 
primerljiva na celicah B16F10. 
- Največje število transfeciranih celic in najmanjšo stopnjo izražanja EGFP smo 
določili po metodi lipofekcije. Lipofekcije je bila bolj učinkovita na celicah z višjim 
metastatskim potencialom. 
- Vnos plazmidne DNA v celice mišjega melanoma s transfekcijskim sistemom K2® 
in lipofekcijo ni vplival na preživetje celic. Preživetje celic je bilo primerljivo s 
kontrolnimi skupinami (~100 %) na obeh podvrstah celic. 
- Metoda elektroporacije se je izkazala za zelo citotoksično metodo, kjer se je 
preživetje celic po GET pEGFP in vitro zmanjšalo za 70–90 %. 
- Po elektroporaciji je bila učinkovitost transfekcije in citotoksičnost pDNA večja na 
celicah z višjim metastatskim potencialom. 
- Po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® med obema podvrstama celic ni bilo 
statistično značilnih razlik v nobenem od parametrov. 
- Po transfekciji s transfekcijskim sistemom K2® se DDX60 ni izražal oziroma nismo 
zaznali povečanja njegovega izražanja, ki je bilo celo manjše od izražanja pri 
kontrolni skupini. 
- Po elektroporaciji smo zaznali povečano izražanje DDX60 na obeh podvrstah celic. 
Tudi po metodi lipofekciji smo zaznali povečano izražanje DDX60 na B16F1 in 
B16F10. 
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Vnos genskega materiala v celice označujemo z izrazom transfekcija. Za vnos nukleinskih 
kislin so na voljo različni načini vnosa. Ena od uspešnih metod je metoda elektroporacije. 
Elektroporacijo poznamo kot pojav, pri katerem se pod vplivom zunanjega električnega 
polja poveča prepustnost membrane z nastankom vodnih por v fosfolipidnem dvosloju, kar 
omogoči vstop polarnih in drugih molekul v celice. Elektroporacija se kot fizikalna metoda 
uspešno uporablja za in vivo ter in vitro vnos nukleinskih kislin v različne vrste celic in tkiv. 
Ena od možnosti njene uporabe je genski elektroprenos ali GET, ki je že v klinični uporabi. 
Vnos DNA posredovan z lipidi je primer kemijskega vnosa snovi v celice. Transfekcijski 
sistem K2®, ki ga je razvil industrijski partner, temelji na vnosu DNA s kationskimi lipidi. 
Za razliko od elektroporacije je lažji in preprostejši za uporabo, saj temelji na kemijski naravi 
lipidov. Ti v vodni raztopini preko elektrostatskih interakcij reagirajo z negativno nabitimi 
molekulami nukleinskih kislin in tvorijo lipoplekse. Ti kompleksi so hitro pripravljeni za 
vnos DNA v celice. 
 
V magistrskem delu smo primerjali uspešnost vnosa plazmidne DNA v rakave celice z 
dovajanjem 8 električnih pulzov (600 V/cm, trajanje 5 ms, 1 Hz) ter s pomočjo kationskih 
lipidov (transfekcijski reagent K2®, Lipofectamine 2000®) usmerjen vnos lipopleksov. Cilj 
je bil ugotoviti, katera metoda je pri vnosu DNA v rakave celice bolj uspešna. Uspešnost 
transfekcije smo ugotavljali na dveh podvrstah celične linije mišjega melanoma (B16F1 in 
B16F10) z vnosom plazmida z zapisom za zelen fluorescirajoči protein. EGFP je v mnogih 
raziskavah pridobil široko uporabno vrednost kot orodje za vizualizacijo prostorskih in 
časovnih vzorcev izražanja genov. Uspešnost elektroporacije in transfekcijskega sistema 
K2® smo primerjali na podlagi učinkovitosti transfekcije, preživetja celic in aktivacije 
citosolnega senzorja. Število transfeciranih celic in stopnjo izražanja EGFP v celicah smo 
spremljali s fluorescenčno mikroskopijo in pretočno citometrijo. Ugotovili smo, da je 
učinkovitost transfekcije z elektroporacijo primerljiva s transfekcijskim sistemom K2®, 
vendar samo na eni podvrsti melanoma. V primerjavi z elektroporacijo je bilo število 
transfeciranih celic po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® večje na celicah z 
nižjim metastatskim potencialom B16F1, intenziteta fluorescence pa je bila statistično 
značilno večja na celicah z višjim metastatskim potencialom. Vnos plazmidne DNA v celice 
mišjega malignega melanoma s transfekcijskim sistemom K2® ni vplival na preživetje celic, 
prav tako tudi ne lipofekcija z reagentom Lipofectamine-om® 2000, medtem ko se je metoda 
elektroporacije izkazala za zelo citotoksično metodo. Na obeh celičnih linijah se je preživetje 
celic zmanjšalo za 70–90 %. Na elektroporacijo so bile bolj občutljive celice z višjim 
metastatskim potencialom. Čeprav je elektroporacija varna in učinkovita metoda vnosa 
DNA, je znano tudi, da aktivira številne citosolne senzorje. Predhodne raziskave so 
pokazale, da genski elektroprenos plazmidne DNA poveča izražanje nekaterih citosolnih 
senzorjev v več vrst rakavih celic. Citosolni senzorji so ključni pri prepoznavanju celici 
nevarnih signalov, ki jo predstavlja tuja DNA v citosolu. Prisotnost PRR-jev ima pomembno 
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vlogo pri aktivaciji imunskega sistema in vivo, medtem ko v in vitro razmerah povzroči 
celično smrt. Transfekcijski sistem K2®, ki ga je razvil industrijski partner, zagotavlja visoko 
učinkovitost transfekcije, ki je med drugim posledica zmanjšanega zaznavanja nukleinskih 
kislin v celicah. Z metodo verižne reakcije s polimerazo v realnem času smo določili stopnjo 
izražanja citosolnega senzorja. Po transfekciji celic s transfekcijskim sistemom K2® se 
DDX60 ni izražal oziroma nismo zaznali povečanja njegovega izražanja, medtem ko smo po 
GET pEGFP in vitro in lipofekciji z Lipofectamine-om® 2000 zaznali povečano izražanje 
DDX60 na obeh podvrstah celic. Z vidika uspešnosti vnosa DNA v rakave celice predstavlja 
transfekcijski sistem K2® boljšo izbiro za in vitro transfekcijo na izbrani celični liniji mišjega 
melanoma B16. Ugotovili smo, da transfekcijski sistem K2® ni toksičen za celice, ne aktivira 
izbranega citosolnega senzorja in omogoča visoko učinkovitost transfekcije. V primerjavi s 
transfekcijskim sistemom K2® je metoda elektroporacije močno aktivirala citosolni senzor, 
zmanjšala preživetje celic, učinkovitost transfekcije pa je bila odvisna od podvrste celic. 
Transfekcijski sistem K2® je bil uspešnejši tudi od kontrolne metode lipofekcije. 
 
Način vnosa terapevtskih genov ima pomembno vlogo pri izpolnjevanju zahtev genskega 
zdravljenja raka. Znano je, da so nekatere metode precej toksične ali pa neučinkovite zaradi 
pomanjkanja mehanizmov, ki bi terapevtske gene usmerjale neposredno na tarčno mesto v 
celicah ali tkivu. V magistrskem delu smo dokazali, da lahko nekatere nevirusne metode, 
kot sta elektroporacija in lipofekcija, močno povečajo aktivacijo specifičnega citosolnega 
senzorja DNA, ki vodi v aktivacijo signalnih poti in izzove celično smrt. Z inhibicijo zaznave 
tuje DNA v citosolu lahko povečamo učinkovitost transfekcije metod vnosa DNA. Katero 
metodo bomo uporabili, pa je seveda odvisno od namena uporabe.  
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